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I. Basis of the report 



1. With regard to the elements of the international application:* 
I [ the international application as originally filed 

the description: 

1-21 

pages ' 

pages . 

pages 



, as originally filed 
. filed with the demand 



, filed with the letter of 



the claims: 

pages 

pages 

pages 

pages 



, as originally filed 



, as amended (together with any statement under Article 19 

, filed with the demand 



1-23 



, filed with the letter of 



23 May 2001 (23.05.2001) 



the drawings: 

pages 

pages 

pages 



1/12-12/12 



, as originally filed 
, filed with the demand 



, filed with the letter of 



the sequence listing part of the description: 

pages 

pages . 

pages 



M 



, as originally filed 

filed with the demand 



, filed with the letter of 



2 With regard to the language, all the elements marked above were available or fam.shed to th.s Authority .n the language .n which 

«,e international application was filed, unless otherwise indicated under th.s 'tem^ ^ ^^i^h is: 

These elements were available or furnished to this Authority m the following language _ wn.cn 

□ the language of a translation famished for the purposes of international search (under Rule 23.1(b)). 
I I the language of publication of the international application (under Rule 48.3(b)). 

□ the language of the translation furnished for the purposes of international preliminary examination (under Rule 55.2 and/ 
or 55.3). 

3 With regard to any nucleotide and/or amino acid sequence disclosed in the international application, the international 
preliminary examination was carried out on the basis of the sequence listing: 



contained in the international application in written form. 
1^ filed together with the international application in computer readable form. 
I I furnished subsequently to this Authority in written form. 
I I furnished subsequently to this Authority in computer readable form. 

□ The statement that the subsequently furnished written sequence listing does not go beyond the disclosure in the 
international application as filed has been furnished. 

□ The statement that the infomiation recorded in computer readable form is identical to the written sequence fisting has 
been furnished. 

4. HH The amendments have resulted in the cancellation of: 

I I the description, pages ^ 

I I the claims, Nos. — - — • 

I I the drawings, sheets/fig . 



I 



, n This report has been established as if (some of) the amendment had not been made, since they have been considered to go 
5. L—l beyond the disclosure as filed, as indicated in the Supplemental Box (Rule 70.2(c)).* 

and 70.17). 

Any replacement sheet containing such amendments must be referred to under item J and annexed to this report. 
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rV. Lackof unity of invention 


1 . In response to the invitation to restrict or pay additional fees the applicant has: 




1 1 rcsint'LCu uic tioiiiij. 




1^ paid additional fees. 




1 1 paid additional fees under protest. 




I 1 neither restricted nor paid additional fees. 




1 — 1 This Authority found that the requirement of unity of invention is not complied w 
2. 1 1 not to invite the applicant to restrict or pay additional fees. 


ith and chose, according to Rule 68.1. 


3. This Authority considers that the requirement of unity of invention in accordance with Rules 13.1, 13.2 and 13.3 is 
1 1 complied with. 


^ not complied with for the following reasons: 




See supplemental sheet. 





4. Consequently, the following parts of the International application were the subject of international preliminary examination 

in establishing this report: 



all parts. 

I I the parts relating to claims Nos. 
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Supplemental Box 

(To be used when the space in any of the preceding boxes is not sufficient) 


Continuation of: IV. 3 




The examination department endorses the 


ob j ection 


registered by the search department with respect to lack 


of unity of invention (PCT Rule 13.1). 


The different 


inventions are: 




1. Claims 1-12, 17 





Process for detecting cells in a biological sample 
using two different binding molecules that 
recognize the cells to be detected, wherein each of 
the binding molecules is labelled with a different 
fluorescent dye. 



2. Claims 13-16, 18-23 

Antibody or fragment thereof directed against 
epitope 52-60 of the urokinase receptor (uPAR) . 
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V. Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 
citations and explanations supporting such statement 



Statement 
Novelt>' (N) 

Inventive step (IS) 
Industrial applicability (lA) 



Claims 
Claims 

Claims 
Claims 

Claims 
Claims 



1-12, 15. 17, 19-23 YES 

13, 14, 16, 18 NO 

1-10, 17, 19-23 YES 

NO 



11-16, 18 



1-23 



YES 
NO 



Citations and explanations 

This report makes reference to the following 
documents : 



Dl: XUE et ai., CANCER RESEARCH, vol. 57, no. 9, 1 
May 1997, pages 1682-1689 

D2: EP-A-0 317 156 (BECTON DICKINSON CO), 24 May 
1989 

D3: LUTHER et al., AMERICAN JOURNAL OF PATHOLOGY, 

vol. 150, no. 4, April 1997, pages 1231-1244 

D4: ALLGAYER et al., JOURNAL OF HISTOCHEMISTRY AND 

CYTOCHEMISTRY, vol. 45, no. 2, February 1997, pages 

203-212 

D5: HEISS et al., NATURE MEDICINE, vol. 1, no. 10, 
October 1995 (1995-10), pages 1035-1039 

1. Invention 1: Claims 1-12, 17 

1.1 The subject matter of Claims 1-10 and 17 is novel 
and involves an invenirive-^tep (PCT Article 33(2) 
and (3) ) . 

D4 (abstract) and D5 (page 1039, column 1, lines 18- 
39), which are considered the closest prior art, 
disclose a process for detecting disseminated tumour 
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cells in bone marrow by a double staining method 
using a first cytokeratin-specif ic binding molecule 
and a second urokinase receptor-specific binding 
molecule. The subject matter of Claim 1 differs 
therefrom in that cells are detected using a double 
fluorescence method. The problem addressed by the 
present invention may therefore be seen to consist 
in providing a process for the quantitative 
detection of disseminated tumour cells in a 
biological sample that is both simple and sensitive. 

Dl (page 1683, column 1, paragraphs "Indirect 
Immunofluorescence Staining for Microscopy" and 
"Fluorescence Microscopy and Data Quantitation") 
discloses a double fluorescence method for detecting 
tumour cells in a sample completely consisting of 
tumour cells. A person skilled in the art would not 
consider Dl since double fluorescence labelling is . 
not known to be sufficiently sensitive for the 
quantitative detection of disseminated cells. 

D2 (column 2, line 40 - column 3, line 20; column 4, 
lines 17-18) describes the detection of white blood 
cells in bone marrow and blood samples using a 
double fluorescence protocol. However, D2 pertains 
to the detection of a different cell type using 
different labels and a person skilled in the art 
would therefore not consider D2 . 

Therefore, the subject-m-atrfer of Claim 1 involves an 
inventive step, as, likewise, does that of Claims 2- 
10 and 17. 

1.2 The subject matter of Claims 11 does not involve an 
inventive step (PCT Article 33(3)). 
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Dl (page 1683, column 1, paragraphs ''Indirect 
Immunofluorescence Staining for Microscopy" and 
"Fluorescence Microscopy and Data Quantitation") 
describes a process for labelling tumour cells using 
a double fluorescence protocol, wherein one of the 
binding molecules is urokinase receptor-specific. 
Dl also mentions an agent (3% paraformaldehyde) for 
fixing cells on a solid phase. 

It is an obvious step for a person skilled in the 
art to provide the reagents required for a process 
in the form of a reagent kit and the subject matter 
of Claim 11 therefore does not involve an inventive 
step. This also applies to Claim 12. 

2. Invention 2: Claims 13-16, 18-23 

2.1 The subject matter of Claims 13, 14, 16 and 18 is 
not novel (PCT Article 33(2)). 

D3 (abstract; page 1232, column 2, lines 7-10; page 
1233, column 2, paragraph "ELISA"; page 1241, column 
2, lines 14-47) discloses MAb IIIFIO, which is 
directed against epitope 52-60 of uPAR, and the use 
of this antibody as a diagnostic tool (for prognosis, 
of the course of malignant diseases and the 
detection of tumour cells in biological samples) or 
a therapeutic tool for the purpose of function 
blocking in tumour ceTls*. D3 is therefore 
prejudicial to the nove.lty of the subject matter of 
Claims 13, 14, 16 and 18. 

2.2 The subject matter of Claim 15 does not involve an 
inventive step (PCT Article 33(3)). 
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D4 (abstract), which is considered the closest prior 
art, discloses the use of an antibody directed 
against uPAR as a diagnostic tool for detecting 
tumour cells in bone marrow. The subject matter of 
Claim 15 differs therefrom in that a urokinase 
receptor-specific antibody directed against epitope 
52-60 of the urokinase receptor is used. 

However, use of MAb IIIFIO, which is directed 
against epitope 52-60 of uPAR, for the same purpose 



has already been described in D3 (abstract; page 
1232, column 2, lines 7-10) . A person skilled in 
the art would consider D3 . Therefore, the subject 
matter of Claim 15 does not involve an inventive 
step. 

2.3 The subject matter of Claims 19-23 is novel and 

involves an inventive step (PCT Article 33(2) and 
(3) ) , since the prior art neither discloses nor 
suggests such recombinant nucleic acids (Claim 19) 
and recombinant polypeptides (Claim 20-23) having 
antibody properties . 
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VII. Certain defects in the international application 

The following defects in the form or contents of the international application have been noted: 

Contrary to PCT Rule 5.1(a) (ii), the description does not 
cite Dl or indicate the relevant prior art disclosed 
therein . 
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VIII. Certain observations on the international application 

The following observations on the clarity of the claims, description, and drawings or on the question whether the claims are ftilly 
supported by the description, are made: 

The expression "Mikrometasen" ('"micrometases" ) used in 
Claim 13 is vague and unclear and leaves the reader 
uncertain as to the meaning of the relevant technical 
feature. Consequently, the definition of the subject 
matter of this claim is unclear (PCT Article 6) . 
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(57) Abstract 

The invention relates to a method and to a reagent kit for detecting cells in a biological sample while using a double fluorescence 
technique, as well as to the diagnostic and therapeutic use of amino acid sequence-specific antibodies against the urokinase receptor 
^^t^ exhibiting a high affinity to tumor cell-expressed receptors. 

(57) Zusammenfassung 

Die Erfindung betrifft ein Vcrfahren und cincn Reagenzienkit zum Nachweis von Zellen in einer biologischen Probe unter Venvendung 
cincr Doppelfluoreszenztechnik sowie den diagnostischen und therapeutischcn Einsatz Aminosaurescquenz-spczifischer Antikdrper gegen 
den Urokinaserczeptor mit hohcr Affinita: fQr Turn orzell-exp rim ierten Rezeptor. 
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Diagnostischer und therapeutischer Einsatz vorr Antikorpern gegen den 
Urokinase-Rezeptor 



Beschreibung 



Die Erfindung betrifft ein Verfahren und einen Reagenzienkit zum Nachweis 
von Zellen in einer biologischen Probe unter Verwendung einer Dop- 
pelfluoreszenztechnik. 

Der zuverlassige Nachweis von verstreuten Tumorzellen, die aus dem 
soliden Gewebeverband ausgebrochen sind (Mikrometastasen), ist fur die 
Tumordiagnostik und Therapie von groBer Bedeutung. Im Laufe der 
vergangenen Jahre wurden deshalb verschiedene Verfahren entwickelt, urn 
solche einzelnen verstreuten Tumorzellen in Korperflussigkeiten oder 
Gewebeproben nachzuweisen. Der Nachweis kann z.B. durch selektive 
Markierung der seltenen Zellen mitteis immunzytochemischer Methoden 
erfolgen, wobei haufig enzymatische Markierungsgruppen wie Alkalische 
Phosphatase eingesetzt werden. Auch Doppelmarkierungstechniken sind 
bekannt. 

Die Veroffentlichung Schlinnok et al. (Proc. Natl. Acad. Sci. USA 84 (1 987) 
8672-8676) beschreibt den Nachweis von mikrometastatischen Tumorzellen 
in Knochenmark mitteis einer Doppelmarkierungstechnik, wobei ein fur 
Zellen epidermalen Ursprungs spezifischer Cytokeratin 1 B-Antikorper und ein 
Leukozyten-Antikorper verwendet werden. Dabei werden Alkalische 
Phosphatase und eine radioaktive Markierungsgruppe (^^^1) eingesetzt. Da 
die Verwendung radioaktiver Markierungsgruppen mit Nachteilen behaftet 
ist, eignet sich diese Methode nicht fur die klinische Praxis. 

Funke et al. (Int. J. Cancer 65 (1 996), 755-761 ) beschreiben den Nachweis 
von Mikrometastasen in. Knochenmark mitteis einer Doppeimarkierungs- 
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technik unter Verwendung eines Cytokeratin 1 8-Antik6rpers und eines E- 
Cadherin-Antikorpers. Beide Antikorper werden uber Alkalische Phosphatase 
als enzymatische Markierungsgruppe und zwei unterschiedlich gefarbte 
chromogene Substrate nachgewiesen. Der sequenzielle Nachweis beider 
Antikorper mittels unterschiedlicher chromogener Substrate ist jedoch 
umstandlich und deshalb fur die klinische Praxis wenig geeignet. 

Heiss und Mitarbeiter (Keiss et aL, Nature Med. 1 (1995), 1035-1039 und 
Aligayer et aL, J. Histochem. Cytochem. 45 (1997), 203-212) weisen 
verstreute Tumorzelien in Knochenmark uber eine Doppelmarkierungs- 
methode basierend auf dem gleichzeitigen Nachweis von Cytokeratin 18 
und dem uPA-Rezeptor (uPAR) nach. Hierzu werden auf einem Objekttrager 
gebundene, fixierte Zellen mit einem biotinyiierten Cytokeratin-spezifischen 
Antikorper und anschlieBend mit einem Konjugat aus Alkalischer Phospha- 
tase und Streptavidin inkubiert. Mittels der immobilisierten Alkalischen 
Phosphatase und einem chromo.genen Substrat wird eine enzymatische 
Farbereaktion durchgefuhrt, wobei eine dunkelrote Farbung entsteht. 
Zusatztich wird ein monokionaler Antikorper gegen uPAR eingesetzt, der mit 
einem goldkonjugierten Sekundarantikorper markiert und anschlief2>end einer 
Siiber-Verstarkungsreaktion unterzogen wird, wobei eine schwarze Farbung 
resultiert. Die Objekttrager werden dann auf die Farbungen (dunkelrot/- 
schwarz) manuell und visuell unter dem Mikroskop durchgemustert, wobei 
eine Doppelfarbung extrem schwer zu detektieren ist. 

Die der vorliegenden Erfindung zugrundeiiegende Aufgabe bestand darin, ein 
Verfahren zum Nachweis von Zelien, insbesondere von selten vorkom- 
menden Zellen wie Tumorzelien in einer biologischen Probe, z.B. Knochen- 
mark, durchzufuhren, bei dem die Nachteile des Standes der Technik 
mindestens teilweise beseitigt sind. Insbesondere soil das Verfahren 
gleichzeitig eine hohe Sensitivitat und eine problemlose Auswertbarkeit 
ermoglichen. 
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Diese Aufgabe wird gelost durch eih Verfahren zum Nachweis von Zellen 
in einer biologischen Probe, das folgende Schritte umfaBt: 

(a) Bereitstellen einer zu testenden Probe. . 

(b) Inkontaktbringen der Probe mit mindestens zwei verschiedenen. die 
5 nachzuweisenden Zellen erkennenden Bindemolekiilen, wobei die 

Bindemolekule mit jeweils verschiedenen Fluoreszenzfarbstoffen 
markiert werden, und 

(c) Bestimmen der Fluoreszenzmarkierungen in der auf einer Festphase 

fixierten Probe. 

Das erfindungsgemaBe Verfahren eignet sich zum Nachweis selten 
vorkommender Zellen in einer fixierten biologischen Probe. "Selten vorkom- 
mend" im Sinne der vorliegenden Erfindung bedeutet dabei, dali die 
erwartete Haufigkeit der nachzuweisenden Zellen im Bereich von 1:10* bis 

15 1:10' der gesamten in der zu testenden Probe vorhandenen Zellen ist. 
Beispiele fiir solche selten vorkommenden Zellen sind Tumorzellen in einer 
Blut- Oder Knochenmarksprobe. Bei entsprechender Auswahl von zell- 
spezifischen Determinanten und dagegen gerichteten BindemolekCilen 
konnen selbstverstandlich auch andere Arten selten vorkommender Zellen 

20 nachgewiesen werden. 

Das erfindungsgemafie Verfahren ermoglicht aufgrund der Doppelfluores- 
zenz-Farbetechnik eine schnelle und genaue Identifizierung der nachzuwei- 
senden Zellen. AuBerdem konnen bei Verwendung unterschiediicher, 
25 vorzugsweise nebeneinander nachweisbarer Fluoreszenzmarkierungen in 
sowie auf der Zelle kolokalisierte Antigene (wie z.B. Cytokeratin 8/1 8, p53, 
PAl-2 und insbesondere der Urokinase-Rezeptor uPAR) anaiysiert werden. 
Dies ist bisher mit bekannten Methoden insbesondere bei Gewebeproben 
wie Knochenmarksaspiraten sehr schwierig gewesen. Ein weiterer groBer 
30 Vorteil der neu entwickelten Methode ist die Moglichkeit, die Anzahl und 

intensitat fluoreszierender Zellen quantitativ zu bestimmen, beispielsweise 

mit einem konfokalen Laser-Scanning-Mikroskop. 
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Schritt (a) des erfindungsgemaSen Verfahrens umfafSt das Bereitstellen einer 
2U testenden biologischen Probe. Hierzu wird eine Probe dem Patienten, z.B. 
aus einer Korperflussigkeit wie etwa Blut oder aus einem Gewebe wie etwa 
Knochenmark entnommen. Besonders bevorzugt wird das erfindungsgemaBe 
Verfahren zum Nachweis verstreuter Tumorzellen epidermalen Ursprungs im 
Knochenmark verwendet, Dabei kann das Knochenmark aus dem Becken- 
kammknochen entnommen werden. In der Probe werden dann vorzugsweise 
mononukleare Zellen einschlielSIich Tumorzellen angereichert. Diese 
Anreicherung kann nach bekannten Methoden beispielsweise durch 
Dichtegradienten-Zentrifugation, z.B. Ficoll, erfolgen, wobei eine Ab- 
trennung von Erythrozyten und Granulozyten stattfindet. 

Die zu testende Probe enthalt vorzugsweise mindestens 10® Zellen, um 
einen zuverlassigen Nachweis seltener Zellen zu ermoglichen. Besonders 
bevorzugt enthalt die Probe 10® bis 10^, insbesondere 5x10® bis 5x10^ 
Zellen. 

GemafS Schritt (b) wird die Probe mit mindestens zwei verschiedenen, gegen 
die nachzuweisenden Zellen gerichteten Bindemolekulen in Kontakt 
gebracht. Die Bindemolekule sind vorzugsweise Antikorper Oder Antikorper- 
fragmente, insbesondere monokionale Antikorper oder Antikorperfragmente. 
Daruber hinaus konnen jedoch auch Liganden von in den nachzuweisenden 
Zellen spezifisch vorhandenen Rezeptoren, z.B. dem uPA-Rezeptor, 
verwendet werden. Beispiele solcher Liganden sind lineare oder/und 
zyklische Peptide oder Peptidmimetika, die eine Fluoreszenzmarkierung 
tragen konnen. 

Das Inkontaktbringen der Probe mitden fluoreszenzmarkierten Bindemoleku- 
len erfolgt vorzugsweise nach Fixierung der Zellen auf eine Festphase. Diese 
Fixierung kann nach bekannten Methoden, z.B. mit Formaldehyd oder 
Giutardialdehyd, erfolgen. Als Festphase kann beispielsweise ein Objekt- 
trager verwendet werden. 
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Sofern erforderlich, konnen die in der zu testenden Probe vorliegende Zellen 
unter Verwendung eines Detergens, z.B. eines Saponins, permeabilisiert 
werden. Auf diese Weise konnen die Bindemolekule such an intrazellular 
lokaiisierte Determinanten binden. 

Beim Nachweis von Tumorzellen sind die Bindemole'kule gegen Determi- 
nanten gerichtet, die in der zu testenden Probe nur oder in erhohter 
Konzentration in Tumorzellen, aber nicht oder nur in geringer Konzentration 
in nornnalen Zellen vorkommen. Vorzugsweise wird als erste Determinante 
eine Struktur aus dem Inneren der Zellen, z.B. ein Cytokeratin, ausgewahlt. 
Cytokeratine sind fur Epithelzellen spezifische Bestandteile des Cytoskeletts 
und werden in mononuklearen Blut- oder Knochenmarkszellen, die 
mesenchymalen Ursprungs sind, nicht exprimiert. Die Anwesenheit von 
Cytokeratinen in Zellen, die aus Blut- und Knochenmark entnommen 
wurden, weist somit auf das Vorhandensein epithelialer Tumorzeilen bin. 
Beispiele fur geeignete Ahti-Cytokeratin-Antikorper sind der Antikorper 
A45B/B3 (Micromet GmbH, Munchen, Deutschland) oder der Antikorper 
CK2 (Boehringer Mannheim GmbH, Mannheim, Deutschland). Weitere gegen 
intrazellulare tumorassoziierte Antigene gerichteten Nachweisantikorper sind 
bekannt und kommerziell von verschiedenen Firmen erhaltlich. 

Als zweite Determinante wird vorzugsweise eine Struktur auf der Zellober- 
flache ausgewahlt, z.B. ein membranstandiger Rezeptor. Eine besonders 
bevorzugte tumorspezifische Determinante ist der Urokinaserezeptor (uPAR). 
Der Nachweis dieses Rezeptors kann beispielsweise unter Verwendung von 
Anti-uPAR-Antikorpern wie etwa 11D7 und IMF! 0 (Luther et al.. Am. J. Path. 
1 50 (1 997), 1 231-1 244) erfolgen. Vorzugsweise werden solcheAnti-uPAR- 
Antikorper ausgewahlt, die eine mindestens vergleichbare Affinitat fur einen 
Tumorzellen-spezifischen uPAR aufweisen, wie fur einen uPAR aus 
"normalen" Zellen. Beispiele fur solche auch Tumorzeilen mit hoher Affinitat 
bindende Anti-uPAR-Antikorper sind Antikorper, die das Epitop 52-60 von 
uPAR erkennen wie etwa der bereits oben genannte Antikorper I1IF10. 
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Andere Anti-uPAR-Antikorper erkennen hingegen uPAR auf Tumorzellen 
oftmals nur schlecht. 

Andererseits kann der Nachweis von uPAR auch mit Fluoreszenz-markierten 
5 Rezeptorliganden, z.B. Urokinase, Urokinasefragmenten oder Urokinase- 
Peptiden erfolgen, Derartige Nachweismethoden sind beispielsweise von 
Chucholowski et al. (Fibrinolysis 6, Suppi. 4 (1 992), 95-1 02), Ciccocioppo 
et al. {J. Histochem. Cytochem. 45 (1997), 1307-1313) und Luther et al. 
(Am. J. Pat. 150 (1997), 1231-1242) beschrieben. 

10 

im erfindungsgemaBen Verfahren warden mindestens zwei verschiedene 
Fluoreszenzmarkierungsgruppenverwendet.Gunstigerweise warden soiche 
Fluoreszenzmarkiarungsgruppen eingesatzt, die voneinander unterschaidbare 
Emissionsspektren besitzen (z.B. rot/grCin). Beispiele fur geeignete 

15 Fluoreszenzfarbstoffa sind Fluorescein und Derivata davon, Phycoerythrin, 
Rhodamin, TRITC-Amine, Texas Red®-Amine, CY3 und CY5 sowie Alexa® 
488 und Alexa® 568 (Molecular Probes). Die Fluoreszenzfarbstoffa konnan 
direkt, z.B. kovalent, mit den primaren, fur die nachzuweisende Zellen 
spezifischen Bindemolekuien konjugiert werden. In diesam Fall spricht man 

20 von einer Direktmarkierung. Andererseits konnen die Fluoreszenzfarbstoffe 
an sekundare Bindemoiekule konjugiert werden, welche ihrerseits gegen die 
primaren Bindemoiekule gerichtetsind. In diesem Fall spricht man von einer 
Indirektmarkierung. Beide Markierungsmethoden, bzw. Kombinationan 
davon konnen beim erfindungsgema(3.en Verfahren verwendet werden. 

25 

Die verschiedenen Bindemoiekule konnen mit der Zelle saquenziell oder 
parallel inkubiert werden. Eine parallele Inkubation mit mehraren Bindemole- 
kuien (primare Bindemoiekule und gegebenenfalls sekundare Bindemoiekule 
be! Indirektmarkierung) fuhrt zu einer erheblichen Zeitersparnis. 

30 

Die Auswertung der Probe erfolgt durch Bestimmung der Fluoreszenz nach 
Anregung der Fluoreszenzmarkierungsgruppen. Besonders bevorzugt wird 
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hierfur ein konfokales Laser-Scanning-Mikroskop oder ein Fluoreszenzmi- 
kroskop verwendet, welches eine Auswertung der Probe durch parallele 
oder/und sequenzielle Bestimmung der verschiedenen Fluoreszenzmarkie- 
rungsgruppen ermoglicht. 

5 

Die erfindungsgemafSe Doppelfluoreszenz-Markierungstechnik ermoglicht 
daruber hinaus eine Charakterisierung der durch Reaktion mit den Bindemo- 
lekulen als positiv identifizierten Zellen. Diese Charakterisierung kann eine 
ortsspezifische oder/und quantitative Auswertung der Markierung umfassen. 

10 So -kann ein "Scannen" von einzelnen Zellen durch Bestimmung der 
Markierung in mehreren, z.B. 10 bis 50, Schnittebenen durch die Zelle in 
Abstanden von beispielsweise 0,1 bis 1 //m erfolgen. Zusatzlich kann 
anhand einer Standardkurve, die durch die Messung von Mikropartikein 
definierter GroBe und definierter Menge an Fluoreszenzfarbstoff erstellt 

15 wurde, auch eine quantitative Bestimmung der mit den Bindemolekulen 
reagierenden Determinanten in der Zelle durchgefuhrt werden. 



Das erfindungsgemafSe Verfahren eriaubt die Gewinnung wertvoller 
diagnostiseher Oaten an Tumorpatienten und ermoglicht daher eine sensitive 
20 Prognosesteilung fur den Patienten nach Operation eines Primartumors. 

Schlielilich betrifft die Erfindung einen Reagenzienkit zum Nachweis von 
Zellen in einer biologischen Probe umfassend 

(a) ein erstes, die nachzuweisenden Zellen erkennendes Bindemolekul 
25 und eine erste Fluoreszenz-Markierungsgruppe, 

(b) ein zweites, die nachzuweisenden Zellen erkennendes Bindemolekul 
und eine zweite Fluoreszenz-Markierungsgruppe, wobei das erste und 
das zweite Bindemolekul und die erste und die zweite Fluoreszenz- 
Markierungsgruppe verschieden sind und 

30 (c) Mittel zur Fixierung von Zellen auf einer Festphase. 
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Uberraschenderweise wurde festgestellt, dalS uPAR-Antikorper, die gegen 
das Epitop 52-60 von uPAR gerichtet sind, einen uPAR mit einer in 
Tumorzellen vorkommenden Glykostruktur erkennen, d.h. mit mindestens 
vergleichbarer Affinitat an einen von Tumorzellen exprimierten uPAR wie an 
einen von Normalzellen exprimierten uPAR binden. Andere Anti-uPAR- 
Antikorper z.B. HD13.1 (Todd et al., CD87 workshop panel report. In: 
Kishimoto T. et. al., Hrsg., Leucocyte Typing VI, New York 5t London, 
Garland Publishing, Inc. 1997; 1016-1020) besitzen hingegen nur eine 
geringe Affinitat fur uPAR aus Tumorzellen. 

Die Erfindung betrifft somit die Verwendung eines Antikorpers oder eines 
antigenbindenden Fragments davon (vorzugsweise eines monoklonaien 
Antikorpers oder eines antigenbindenden Fragments davon), der gegen das 
Epitop 52 bis 60 von uPAR gerichtet ist, zur Herstellung eines gegen uPAR 
auf Tumorzellen gerichteten diagnostischen oder therapeutischen Mittels. 
Derartige Antikorper wie etwa der bekannte monokionale Antikorper IIIF10 
(Luther et. al. (1997), supra) oder Antikorper mit aquivalenter Bindespezifi- 
tat, wie etwa chimarisierte oder humanisierte Antikorper oder entspre- 
chende rekombinante oder proteolytische Antikorperfragmente, z.B. 
einzeikettige Antikorper-Fragmente, erkennen einen von Tumorzellen 
exprimierten uPAR mit einer fur diagnostische und therapeutische Zwecke 
ausreichenden Affinitat. 



Weiterhin wurde uberraschend festgestellt, daB derartige Antikorper oder 
Fragmente davon als diagnostisches Mittel zur Prognose des Verlaufs bei 
malignen Erkrankungen, insbesondere bei Tumoren, z.B. Mammakarzino- 
men, eingesetzt werden konnen. In Tumorproben von uber 200 unter- 
suchten'Mamakarzinompatientinnen wurde gefunden, dafSdie Bindung des 
Antikorpers IIIFIOoder eines entsprechenden Antikorpers mit aquivalenter 
Bindefahigkeit eine signifikante prognostische Relevanz fur den Krankheits- 
verlauf, d.h. Rezidivfreiheit bzw. Versterben aufweist. Dabei bedeuten hohe 
Antigenwerte eine kurzere Rezidivfreiheit bzw. frCiheres Versterben, Mit 
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Antikorpern, die gegen andere Regionen von uPAR gerichtet sind, konnte 
eine derartige prognostische Signifikanz nicht gefunden werden. 

Aufgrund der hohen Affinitat zu Tumor-uPAR eignen sich diese Antikorper 
Oder Fragmente davon auch als diagnostische Mittel zum Naphweis von 
Tumorzellen in einer biologischen Proben, insbesondere zum Nachweis von 
verstreuten Tumorzellen in Knochenmark. Derartige Nachweisverfahren 
konnen beispielsweise als ELISA oder als - zuvor im Detail erlautertes - 
Doppelfluoreszenz-Nachweisverfahren durchgefuhrt werden. 

Daruberhinaus sind Antikorper, die gegen das Epitop 52 bis 60 von uPAR 
gerichtet sind, oder deren Fragmente zur Herstellung eines therapeutischen 
Mittels geeignet, welches beispielsweise eine seiektive Funktionsblockierung 
bei Tumorzellen bewirken kann. Daruberhinaus konnen die Antikorper oder 
deren Fragmente in Form von Konjugaten mit einer cytotoxischen Gruppe 
zur Wachstumshemmung oder Abtotung von Tumorzellen eingesetzt 
werden. Beispiele fur geeignete cytotoxische Gruppen sind radioaktive 
Gruppen, Toxine und Zellwachstumsinhibitoren, FurtherapeutischeZwecke 
werden vorzugsweise chimare Antikorper mit humanisierten konstanten 
Domanen eingesetzt, deren Herstellung beispielsweise in EP-B-0 120 694* 
beschrieben ist. 

Noch ein weiterer Gegenstand der Erfindung sind rekombinante Nu- 
kleinsauren, die fur ein Polypeptid mit Antikorpereigenschaften kodieren und 
die CDR3-VH-Sequenz oder/und die CDR3-VL-Sequenz des Antikorpers 
IIIFIO umfassen. Die CDR3-Region der VH-cDNA ist in SEQ ID NO. 1/2 von 
Nukleotid 295 bis 321 (entsprechend Aminosaure 99 bis 107) dargestellt. 
Die CDR3-Region der VL-cDNA ist in SEQ ID NO. 3/4 von Nukleotid 265 bis 
291 (Aminosaure 89 bis 97) dargestellt. Weiterhin enthalten die Nu- 
kleinsauren vorzugsweise die fur die CDR1- und/oder CDR2-Regionen kodie- 
renden Abschnitte der VH- oder/und VL-cDNA. Die Sequenzen fur die 
CDRI-VH-Region sind in SEQ ID NO. 1/2 von Nukleotid 91 bis 105 
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(entsprechend Aminosaure 31 bis 35, d.h. SYDIN) angegeben. In SEQ ID 
NO. 3/4 reicht die CDR1 -Region der VL-cDNA von Nukleotid 70 bis 102 
(entsprechend Aminosaure 24 bis 34, d.h. KAS...TVA). Die CDR2-Reg'ion 
der VH-cDNA reicht von Nukleotid 148 bis 1 98 (Aminosaure 50 bis 66, d.h. 
5 WIF...FKD) in S^Q ID NO. 1/2. Die CDR2-Region der VL-cDNA reicht von 
Nukleotid 148 bis 168 (entsprechend Aminosaure 50 bis 56, d.h. 
LASNRHT) in SEQ ID NO. 3/4. 

Die Erfindung betrifft somit insbesondere rekombinante Nukleinsauren, die 
0 fur.ein Polypeptid mit Antikorpereigenschaften kodieren, umfassend 

(a) eine CDR3-VH-Sequenz kodierend fur die Aminosauresequenz (I): 

DGSMGGFDY 
oder/und 

(b) eine CDR-3-VL-Sequenz kodierend fur die Aminosauresequenz (II): 
5 LQHWNYPYT 

Weiterhin betrifft die Erfindung rekombinante Polypeptide mit Antikorper- 
eigenschaften umfassend 

(a) eine CDR3-VH-Aminosauresequenz (I): 

20 DGSMGGFDY 
oder/und 

(b) eine CDR-3-VL-Aminosauresequenz (II): 

LQHWNYPYT 

25 Die rekombinanten Nukleinsauren und Polypeptide enthalten vorzugsweise 
die CDR3-Regionen sowohl der VH- als auch der VL-Sequenz. Besonders 
bevorzugt sind die rekombinanten Polypeptide einzelkettige Antikorper, z.B. 
scFv-Antikorperfragmente. Bei den rekombinanten Polypeptiden sind die 
nicht unmittelbar fur die Antigenbindung verantwortlichen Framework- 

30 Domanen vorzugsweise durch entsprechende humane Sequenzen ersetzt, 
so daR. humanisierte Antikorperfragmente entstehen. Die erfindungs- 
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gemafSen rekombinanten Polypeptide konnen mit Effektorgruppen, d.h. 
cytotoxischen Gruppen fur therapeutische Zwecke oder/und Nachweis- 
gruppen fur ein Tumorimaging gekoppelt sein. 

5 Weiterhin wird die Erfindung durch die nachfolgenden Abbildungen und 
Beispiele erlautert. Es zeigen: 

Abbildung 1: Eine schematische Darstellung des "Scannens" einer 

Zelle im Lasermikroskop. 
TO a) Von einer ca. 15 groSen Tumorzelle werden ins- 

gesamt 30 Serienschnitte inn Abstand von jeweils 0,5 
/ym angelegt. 

b) Die Messung der Fluoreszenz wird in jeder Schnittebene 
durchgefuhrt und dann alle Fluoreszenzwerte addiert. 
15 c) Anhand einer Standardkurve (Latex-Mikropartikel mit 

definierter Fluorochrommenge) erfolgteine Berechnung 
der Gesamtfluoreszenz. 

Abbildung 2: das Ergebnis der Fluoreszenzanfarbung einer Tumorzelle 

20 mit dem Anti-Cytokeratin-Antikorper A45 B/B3 und 

Alexa 488 als Fluoreszenzfarbstoff. 

a) Die Bildsequenz zeigt 24 Aufnahmen einer Scanproze- 
dur, bei der eine ca. 1 2 /jvn grolie Mammakarzinomzelle 
(ZR75) in Schnittebenen von jeweils 0,5 ijm Abstand 

25 vermessen wurde. 

b) Es ist eine "extended focus" Aufnahme gezeigt, bei der 
die Gesamtintensitat des gesamten Scans (a) auf eine 
einzige Bildebene projiziert wurde. 



30 Abbildung 3: 



das Ergebnis einer indirekten Fluoreszenzanfarbung mit 
A45B/B3 als Primarantikorper und einem mit Alexa 488 
konjugierten Sekundarantikorper (VergroISerung x63). 
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a) Transmissionsbild 

b) eine Cytokeratin-positive Zelle im Knochenmarkausstrich 
einer Patientin mit Mammakarzinom. 



10 



Abbildung 4: das Ergebnis einer direkten Fluoreszenzanfarbung mit 

einem Konjugat des Antkorpers A45B/B3 und dam 
Fluoreszenzfarbstoff Alexa 488 (VergroBerung x63), 

a) Transmissionsbild 

b) Cytokeratinnachweis in einer Mischpraparation aus 
MCF7-TumorzeIIen und peripheren Blutlynnphozyten 
(1:20) 



Abbildung 5: das Ergebnis einer direkten Fluoreszenzanfarbung mit 

einem Konjugat des Anti uPAR-Antikorpers IIIFIO und 
^5 dem Fluoreszenzfarbstoff Alexa 568 (VergroBerung 

x63), 

a) Transmissionsbild 

b) uPA-Rezeptornachweis in einer Mischpraparation aus 
MCF 7-Tumorzellen und peripheren Blutlymphozyten 

20 (1:20) 

Abbildung 6: das Ergebnis einer direkten Doppelfiuoreszenzanfarbung 

mit den Konjugaten A45 B/B3-Aiexa 488 (Anti-Cytoke- 
ratin) und IIIFIO-Alexa 568 (Anti-uPAR), 
25 a) Transmissionsbild 

b) Cytokeratinnachweis 

c) uPA-Rezeptornachweis 



Abbildung 7: das Ergebnis der Vermessung einer Tumorzelle im 

Knochenmark (Vergr6f2»erung x 63), 
a) Transmissionsbild (Nomarski-Optik) 
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Abbildung 8: 



15 
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b) Reaktion der Zelle mit einem Konjugat aus Alexa 488 
und einem Anti-Cytokeratinantikorper 

c) Reaktion der Zelle mit einem Konjugat aus Alexa 568 
und einem uPAR-Antikorper. Der Zellkern ist nicht 
gefarbt. Die Reaktion des Anti-uPAR-Antikorpers 
beschrankt sich hauptsachlich auf die Zellmembran. 
Rechts unten ist eine uPAR-positive Knochenmarkszeile, 
welche negativ fur Cytokeratin ist, dargestellt. Alle 
anderen Zellen sind uPAR-negativ. 

den EinfluB von uPA auf die uPAR Bestimmung 

a) das UPA/uPAR-Verhaitnis in Tumorextrakten von 599 
Mammakarzinompatientinnen, 

b) die Bestimmung von uPAR in Gegenwart unterschiedli- 
cher uPA-Mengen, 



Abbildung 9: 



20 



a) 
b) 
c) 



den uPAR-Antigengehalt in verschiedenen Zellen 
bestimmt durch unterschiedliche Testverfahren: 
I1IF10/HU277 schwarz, HD1 3.1/HU277: dunkelgrau, 
ADI hellgrau 
normale Zellen 

gut differenzierte Tumorzellen 
schlecht differenzierte Tumorzellen 



25 Abbildung 10: 



30 



a) 
b) 
c) 



die prognostische Relevanz des uPAR-Antigengehalts 

bestimmt durch unterschiedliche Testverfahren an 203 

Mammakarzinompatientinnen 

IIIF10/HU277 

HD13.1/HU277 

ADI 
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Abbildung 1 1 : 



die dosisabhangige Inhibierung des Tumorwachstums 
von humanem Brustkrebs in Nacktmausen bei Verabrei- 
chung des Antikorpers IIIF10. 



5 



Abbildung 12: 



die Bindung von scFv IIIF1 0 an immobiiisierte Antigene. 



Abbildung 13: 



die Hemmung der Bindung von lilFlO (monoklonaler 
Antikorper/moab und scFv) an uPAR durch Peptide. 



10 SEQ IN NO 1/2: die Nukleotidsequenz der fur die VH-Kette von I1IF10 

VH kodierenden cDNA und die korrespondierende 
Aminosauresequenz. 

SEQ ID NO 3/4: die Nukleotidsequenz der fur die VL-Kette von IIIF10 
15 kodierenden cDNA und die korrespondierende Amino- 

sauresequenz. 

Beispiele 

20 1. Doppelfluoreszenzbestimmung von Tumorzellen 



1.1 Material 

Der monoklonale Maus-Antikorper A45B/B3 (Kaspar et aL, Eur. J. Cancer 
25 Clin. Oncol 23, (1 987), 1 37-147) ist gegen die Cytokeratin-Filamente 8, 18 
und 19 (CK 8,18,19) gerichtet. Dieser Antikorper wurde mit dem Fluoro- 
chrom ALEXA 488 von Molecular Probes direktkonjugiert. Der uPA-Rezeptor 
wird vom monoklonalen Maus-Antikorper IIIF1 0 (Luther et ai. (1 997), supra) 
(Epitop 52 bis 60) spezifisch detektiert. Ais weitere uPA-Rezeptor-Antikor- 
30 per stehen die monoklonalen Antikorper HD 13.1 und II D7 (Luther et. al. 
(1997), supra) (Epitop 125 bis 132), sowie der polyklonale Kaninchen- 
antikorper #399R (Stahl et. al.. Cancer Res. 54 (1 994), 3066-3071 ) und der 
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Huhnerantikorper HU277 (Magdolen et al.. Electrophoresis 1 6 (1 995), SIS- 
SIS) zur Verfugung. Alle monoklonalen Antikorper gegen den uPA-Rezeptor 
wurden mit dam Fluoreszenzfarbstoff ALEXA® 568 direktkonjugiert. 



Tabelle 1 Verwendete direktkonjugierte Antikorper 



Monokiona- 
ler 

Antikorper 


Antigen 


Direktkon- 
jUQiert mit 


Anregungs- 
oereicn im 
CLSM* 


Hersteller 


mAb II D 7 
(Maus) 


uPAR, 
Domane 2 


ALEXA 568 
r'^Moiecu- 
lar Probes) 


568 nm 


Pathologie 
Dresden und 
Frauenklinik 

Munchen 


mAb III F 10 
(Maus) 


uPAR, Do- 
mane 1 


ALEXA 568 
(™Molecu- 
iar Probes) 


568 nm 


Pathologie 
Dresden und 
Frauenklinik 

MCinchen 


mAb HD 

13.1 
(Maus) 


uPAR, Do- 
mane 2-h3 


ALEXA 568 
r^Motecu- 
lar Probes) 


568 nm 


Immunologie 
Heidelberg 


mAb A45 
B/B 3 (Maus) 


Cytokeratin 
8/9/1 8 


ALEXA 488 
r'^Molecu- 
lar Probes) 


488 nm 


Micromet 
Munchen 



(*CLSM = konfokales Laser-Scanning-Mikroskop) 
1 .2 Knochenmarkpraparate 

Im Operationssaal wird eine Jamshidi-Punktion durchgefuhrt. Beiderseits 
warden jaweils 4-6 ml Knochenmark aus den Beckenkammknochen 
entnommen. Die Anreicherung der Tumorzellen in der Fraktion dar 
mononuklearan Zellen erfolgt uber einen Ficollgradienten. 8 bis 1 2 
Cytospins (10® Zellen pro Cytospin) warden pro Patient hergestellt. Nach 
Lufttrocknung warden die Praparate fixiert und permeabilisiert. 
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1.3 *Fixierung und Permeabilisierung 
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1 . Fixieren in 4% Paraformaldehyd (PFA) fur 30 min. 

2. Dreimal in Phosphat-gepufferter Salzlosung/Rinderserunnalbunnin 
(PBS/BSA) 1% waschen. 

3. Pernneabilisieren in 0,025% Saponin fur 45 min. 

4. Dreimal in PBS/BSA 1 % waschen. 

1 .4 Doppelmarkierung von Cytokeratin und uPA-Rezeptor 

1.4.1 Indirekte Methode 

1. inkubation uber Nacht mit dem Primar-Maus-Antikorper 
A 45 B/B3 (Endkonzentration 0,004 mg/ml) in PBS/BSA 1 % 
verdunnt. 

2. Dreimal in PBS/BSA 1% waschen. 

3. Inkubation mit dem zweiten in PBS/BSA 1% verdunnten 
Primar-Kaninchen-Antikorper #399 R (Endkonzentration 0,05 
mg/ml) fur 2 Stunden. 

4. Dreimal in PBS/BSA 1 % waschen 

5. Sekundarantikorper Ziege-Anti-Maus-Alexa 488 (Endkonzen- 
tration 0,02 mg/ml) PBS/BSA 1 % verdunnt, Inkubationszeit 30 
min 

6. Dreimal in PBS/BSA 1 % waschen 

7. Sekundarantikorper Ziege-Anti-Kaninchen-Alexa 568 (Endkon- 
zentration 0,02 mg/ml) PBS/BSA 1 % verdunnt, Inkubationszeit 
30 min 

8. Dreimal in PBS/BSA 1 % waschen 

9. Eindeckein mit 5 tj\ PBS/BSA 1% und mikroskopieren 
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1 .4.2 Direkte Methode 

1 . Inkubation fur 1 Stunde mit dem Antikorper A 45 B/B3-Alexa 
488 (Endkonzentration 0,0014 mg/ml) in PBS/BSA 1% 
verdunnt. 

2. Dreimal in PBS/BSA 1% waschen. 

3. Inkubation iiber 1 Stunde mit denn Antikorper III F 10-Alexa 
568 (Endkonzentraion 0,003 mg/ml) in PBS/BSA 1 % verdunnt. 

4. Dreimal in PBS/BSA 1% waschen. 

5. Eindeckein mit 5 ij\ PBS/BSA 1% und mikroskopieren. 
1.5 Quantifizierung 

Die mit dem fluoreszierenden Antikorper reagierenden Antigene werden im 
konfokalen Laser-Scanning-Mikroskop bei einem Anregungsbereich von 488 
nm bzw. 568 nm sichtbar. Durch "Scannen" der Zelle im Lasermikroskop, 
d.h. durch Durchschichten in 0,5 ;;m Schritten, werden Tumorzellen in 20 
bis 30 Schnittebenen aufgeteilt. Alle Fluoreszenzen werden erfafit, die 
Summe dieser Messungen wird errechnet. Anhand einer Standardkurve, die 
durch die Messung von Latexbeads mit einer definierten Menge an 
Fluoreszenzfarbstoff zuvor erstellt wurde, ist eine Quantifizierung der 
Antigene, die mit dem Antikorper reagiert haben, in der Tumorzelle moglich. 

In Abbildung 1 ist das Prinzip der zur Lokalisierung und Quantifizierung der 
Fluoreszenzmarkierung verwendeten Scanning-Prozedur graphisch 
dargestelit. Die Abbildungen 2 bis 7 zeigen beispielhafte Ergebnisse fur die 
praktische Anwendung des erfindungsgemalSen Verfahrens. 

2. Tumorspezifitat des monoklonalen Antikorpers IIIF10 

Es wurden zwei verschiedene ELISA-Systeme fur den Nachweis von uPAR- 
Antigen entwickelt: 
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1) Fangerantikorper: polyklonaler Huhnerantikorper HU277 {Magdolen 
et al. (1995), supra); Nachweisantikorper: Monoklonaler Antikorper 
I1IF10 (Luther et al, (1997), supra) 

2) Fangerantikorper: polyklonaler Huhnerantikorper HU277; monoklona- 
ler Antikorper HD13.1 {Todd et al.(1997), supra). 

Diese ELISA-Systeme wurden mit einem kommerziell erhaltlichen ELISA 
(ADD fur uPAR (American Diagnostica Inc. Greenwich, CT, USA) verglichen. 

Die .getesteten ELISA-Systeme wurden mit rekombinantem, in CHO,-Zellen 
exprimierten, affinitatsgereinigten humanen uPAR (rec-uPAR) aufeinander 
eingestellt. Alle drei ELISA-Systeme zeigten gegenuber rec-uPAR eine 
vergleichbare Linearitat und Sensitivitat. 

In fortfuhrenden Untersuchungen konnte gezeigt werden, dafl der tatsach- 
liche uPAR-Antigengehalt auf Zellen auch in Anwesenheit eines bis zu 
sechsfachen Uberschusses von uPAR bestimmt werden kann. Die Wieder- 
findung war > 95% im Falle des IIIF1 0/HU277- und des HD1 3.1 /HU277- 
Tests sowie > 80% im Falle des ADI-Tests. Das uPA/uPAR-Verhaltnis in 
599 analysierten Tumorextrakten ist typischerweise in 95% der Falle < 3 
(Tests mit ADI-UPA- und ADI-uPAR-ELISA). Diese Ergebnisse sind in 
Abbildung 8 gezeigt. 

AnschiielSend wurden uPAR-Antigengehalte in Lysaten verschiedener 
Zelltypen bestimmt. Hier zeigte sich, dalS die uPAR-Antigenbestimmung in 
nichtmalignen Zellen (z.B. Keratinozyten [HaCaT], Endothelzelien aus der 
Nabelschnur [HUVEC], epithelialen Zellen an der Mamma [HMEC]) vergleich- 
bare Resultate mit alien drei ELISA-Systemen erbrachte. Bei Tumorzellinien 
ergab sich hingegen ein deutlich anderes Bild. In gut differenzierten 
Mammakarzinomzellen erkannte lediglich der II1F10/HU277 ELISA signifi- 
kante Mengen an Tumor-assoziiertem uPAR, wahrend in schlecht differen- 
zierten Mammakarzinomzellinien der II1F1 0/HU277- und der ADI-ELISA 
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vergleichbare Werte ergaben. Der HD 1 3. 1 /HU277-EL1SA detektierte sowohl 
bei gut als auch bei schlechtdifferenzierten Karzinomzellen zuwenig uPAR. 
Die Daten sind in Abbildung 9 gezeigt. 

3. Prognostische Relevanz des monoklonalen Antikorpers llfFlO 

In einer klinischen Studie wurde der uPAR-Antigengehalt mit alien drei in 
Beispiel 2 beschriebenen ELISA-Systennen in Tunnorproben von uber 200 
Mammakarzinonnpatientinnen bestimnnt. Hier zeigte sich, dafJ die mit dena 
IIIF1G/HU277-ELISA gemessenen Antigenwerte eine signifikante progno- 
stische Relevanz fur den Krankheitsverlauf, d.h. fur Rezidivfreiheit bzw. 
Versterben aufweisen. Mit den beiden anderen ELISA-Systennen konnte eine 
derartige prognostische Relevanz nicht gefunden werden. Die Daten sind in 
Abbildung 10 gezeigt. 

4. In vivo Wirkung des monoklonalen Antikorpers IIIFIO 

4 bis 6 Wochen alten Balb/C/3 Nacktmausen wurden an der rechten Flanke 
6x10® humane Brustkrebszellen MDA-MB231 (Price et al.. Cancer Res. 50 
(1990), 717-721) in einem Gesamtvolumen von 300 p\ injiziert. Vor der 
Injektion wurden die Krebszellen mit jeweils 200 /yg des murinen monoklo- 
nalen Antikorpers IIIFI 0 in PBS, pH 7,4 vermischt. AnschlieSend wurden die 
Mause alle drei Tage mir monoklonalen Antikorper IIIFI 0 in einer Dosis von 
2 mg/kg Korpergewicht bzw. 10 mg/kg Korpergewicht intraperitoneal in 
einem Injektionsvolumen von 300 p\ behandelt. Das Volumen der in den 
Mausen auftretenden Primartumoren in cm^ wurde nach vier Wochen durch 
Messung der beiden groBten Durchmesser der Tumoren bestimmt. Den 
Kontrollmausen wurde PBS pH 7,4 verabreicht, jede Gruppe bestand aus 
sechs Mausen. 

Die Ergebnisse sind in Abb. 1 1 gezeigt. Es ist zu erkennen, dafl die 
Verabreichung des Antikorpers das Wachstum von Primartumoren stark 
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verringerte. Die Inhibition des Wachstums war bei einer Verabreichung von 
1 0 mg/kg Korpergewicht noch deutlicher als bei einer Verbreichung in einer 
Dosis von 2 nng/kg Korpergewicht ausgepragt. 

5. Herstellung von rekombinantem monoklonalem Antikorper IIIF10 

mRNA von IIIF10 produzierenden Hybridomzellen wurde angereichert und 
in cDNA umgeschrieben. Die fur die variablen Regionen der schweren (VH) 
und ieichten (VL) Kette kodierenden cDNA-Fragmente wurden durch RT-PCR 
unter Verwendung genspezifischer Primer amplifiziert. Die VH- und.VL- 
Gensegmente wurden in einen Phagemid-Vektor kioniert, um die Expression 
der variablen Regionen als einzelkettiger Antikorper (scFv) zu ermoglichen. 
Die scFv-Molekule wurden durch Phagendisplay an der Oberflache 
filamentoser Phagen als Fusionsprotein mit dem kieinen Phagenhullprotein 
pill prasentiert. Phagen, die eine funktionelle Expression von scFv-FllMO 
zeigten, wurden durch spezifische Bindung von uPAR selektiert. Die 
selektierten Phagen wurden zur Infektion von E.coli Zellen verwendet, was 
die Produktion und Sekretion von loslichen scFv-Molekulen in das Kulturme- 
dium ermoglichte. Abbiidung 1 2 zeigt die Bindung des scFv-Uberstands an 
einen auf einer Festphase immobilisierten uPAR. Die Bindefahigkeit der 
Antikorper scFv-Anti-X und scFv-Anti-Y wurde zu Kontrollzwecken 
mitgefuhrt. 

Um die Bindespezifitat weiter zu testen, wurden Peptide eingesetzt, die zur 
Kartierung des Epitops des Antikorpers IIIFIO verwendet worden waren 
(Luther et aL, J. Pathol 150 (1997), 1231-1244). Wie aus Abbiidung 13 
ersichtlich ist, kann nur ein Peptid, dessen Sequenz das vollstandige IIIFIO 
Epitop auf uPAR (51-65) umfaSt, die Bindung des mono klonalen Antikorpers 
und von scFvlllFlO an uPAR zu verhindern. Ein anderes Peptid mit einem 
unvoiistandigen Sequenzepitop (48 bis 59) ist um einen Faktor > 1 00 
weniger wirksam. Keines der Peptide kann die Bindung eines Kontrollanti- 
korpers scFv-Anti-X an sein Zielprotein X verhindern. 
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Die Nukleotidsequenz der VH-cDNA und die korrespondierende Aminosau- 
resequenz sind in SEQ ID NO. 1 12 dargestellt. Die Nukleotidsequenz der VL- 
cDNA und die korrespondierende Aminosauresequenz sind in SEQ ID NO. 
3/4 dargestellt. 
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Anspruche 

1. Verfahren zum Nachweis von Zellen in einer biologischen Probe 
5 umfassend die Schritte: 

(a) Bereitstellen einer zu testenden Probe, 

(b) Inkontaktbringen der Probe mit mindestens zwei verschiede- 
nen, die nachzuweisenden Zelien erkennenden Bindemole- 
kulen, wobei die Bindemolekule mit jeweils verschiedenen 

10 ' Fluoreszenzfarbstoffen markiert werden, und 

(c) Bestimmen der Fluoreszenzmarkierungen in der auf einer 
Festpiiase fixierten Probe. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, 
15 dadurch gekennzeichnet, 

da& man Tumorzellen nachweist. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, 
dadurch gekennzeichnet, 

20 daB der Nachweis in einer Knochenmarksprobe erfolgt. 

4. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 3, 
dadurch gekennzeichnet, 

dafS man als zellspezifische Bindemolekule Antikorper oder Antikor- 
25 perfragmente oder/und Rezeptorliganden verwendet. 

5. Verfahren nach einem der Anspruche 2 bis 4, 
dadurch gekennzeichnet, 

dafS man ein ersies Cytokeratin-spezifisches Bindemolekul und ein 
30 zweites Urokinaserezeptor-spezifisches Bindemolekul verwendet. 
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6. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 5, 
dadurch gekennzeichnet, 

.daS die Bindemolekule indirekt markiert werden. 

7, Verfahren nach einem der Ansprche 1 bis 5, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB die Bindennolekule direkt nnarkiert werden. 



8. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 7, 
10 dadurch gekennzeichnet, 

daUdie Auswertung der Probe durch ein konfokales Laser-Scanning- 
Mikroskop oder durch ein Fluoreszenzmikroskop erfolgt. 

9, Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 8, 
15 dadurch gekennzeichnet, 

dafS die Auswertung der Probe durch parallele oder/und sequentieile 
Bestimmung der Fluoreszenz der verschiedenen Markierungsgruppen 
erfolgt. 

20 10. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 9, weiterhin umfassend 
eine Charakterisierung von durch Reaktion mit den Bindemolekulen 
identifizierten Zellen. 

n. Verfahren nach Anspruche 10, 
25 dadurch gekennzeichnet 

daf2> die Charakterisierung eine ortsspezifische oder/und quantitative 
Bestimmung der Fluoreszenzmarkierung umfalSt. 

12. Reagenzienkit zum Nachweis von Zellen in einer biologischen Probe 

30 umfassend 

(a) ein erstes, die nachzuweisenden Zellen erkennendes Bindemo- 
lekul und eine erste Fluoreszenz-Markierungsgruppe, 



wo 00/62071 



- 24 - 



PCT/EPOO/03347 



(b) ein zweites, die nachzuweisenden Zellen erkennendes Binde- 
molekul und eine zweite Fluoreszenz-Markierungsgruppe, 
wobei das erste und das zweite Bindemolekul und die erste 
und die zweite Fluoreszenz-Markierungsgruppe verschieden 
sind und 

(c) Mittel zur Fixierung von Zellen auf einer Festphase. 

1 3. Verwendung des Verfahrens nach einem der Anspruche 1 bis 1 1 oder 
des Reagenzienkits nach Anspruch 1 2 zum Nachweis von Mikrometa- 
sen in biologischen Proben. 

14. Verwendung eines Antikorpers, der gegen das Epitop 52-60 des 
Urokinaserezeptors (uPAR) gerichtetist, oder eines antigenbindenden 
Fragments davon zur Herstellung eines gegen uPAR auf Tumorzellen 
gerichteten diagnostischen oder therapeutischen Mittels. 

15. Verwendung nach Anspruch 14 als diagnostisches Mittel zur 
Prognose des Verlaufs bei malignen Erkrankungen. 

16. Verwendung nach Anspruch 14 ais diagnostisches Mittel zum 
Nachweis von Tumorzellen in einer biologischen Probe. 

17. Verwendung nach Anspruch 16 zum Nachweis von verstreuten 
Tumorzellen in Knochenmark. 

18. Verwendung nach einem der Anspruche 15 bis 17 in einem ELISA. 

1 9. Verwendung nach einem der Anspruche 1 5 bis 17 in einem Doppel- 
fluoreszenz-Nachweisverfahren. 

20. Verwendung nach Anspruch 14 als therapeutisches Mittel zur 
Funktionsblockierung bei Tumorzellen. 
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21. Verwendung nach Anspruch 14 in Form eines Konjugats mit einer 
cytotoxischen Gruppe zur Wachstumshemmung oder Abtotung von 
Tumorzellen. 

5 22. Verwendung nach Anspruch 21 , 
dadurch gekennzeichnet, 

daS die cytotoxische Gruppe ausgewahit wird aus radioaktiven 
Gruppen, Toxinen und Inhibitoren. 

10 23.^ Verwendung nach einem der Anspruche 14 bis 22, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS der Antikorper ausgewahit wird aus dem monoklonalen Antikor- 
per IIIF10, Fragnnenten davon oder Antikorpern und Antikorper- 
fragmenten mit aquivalenter Bindespezifitat. 

15 

24. Rekombinante Nukleinsaure, die fur ein Polypeptid mit Antikorper- 
eigenschaften kodiert, umfassend 

(a) eine CDR3-VH-Sequenz kodierend fur die Aminosauresequenz 

(I) : 

20 DGSMGGFDY 

oder/und 

(b) eine CDR-3-VL-Sequenz kodierend fur die Aminosauresequenz 

(II) : 

LQHWNYPYT 

25 

25. Rekombinantes Polypeptid mit Antikorpereigenschaften umfassend: 
(a) eine CDR3-VH-Aminosauresequenz {!): 

DGSMGGFDY 
oder/und 

30 (b) eine CDR-3-VL-Aminosauresequenz (II): 

LQHWNYPYT 
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26, Rekombinantes Polypeptid nach Anspruch 25, 
dadurch gekennzeichnet, 
dais es ein scFv-Antikorper-Fragment ist. 



5 27. Rekombinantes Polypeptid nach Anspruch 25 oder 26, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB es ein humanisiertes Antikorperfragment ist. 



10 



28. 



Rekombinantes Polypeptid nach einem der Anspruche 25 bis 27, 
dadurch gekennzeichnet, 

dafS es an eine Effektorgruppe gekoppelt ist. 
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1 

SEQUENZPROTOKOLL 
<110> Wilex Biotechnology GmbH 

<120> Diagnostischer unci therapeutischer Einsarz von 
Antikbrpern gegen den Urokinase-Rezeptor 

<130> 19116PEP 

<140> 
<141> 

<160> 2 

<170> Patentin Ver. 2.1 

<210> 1 
<211> 354 
<212> DNA 

<213> Kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kUnstlichen Sequenz: 
Phagensequenz 

<220> 
<221> CDS 
<222> (1) . . (354) 

<400> 1 

cag gtg caa ctg cag cag tea gga cct gag ttg gtg aag cct ggg get 

Gin Val Gin Leu Gin Gin Ser Gly Pro Glu Leu Val Lys Pro Gly Ala 
15 10 15 

tta gtg aag ata tec tgc aag get tct ggt tac agt ttc aca age tac 
Leu Val Lys He Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Ser Phe Thr Ser Tyr 
20 25 30 

gat ata aat tgg gtg aag egg agg eet gga cag gga ctt gag tgg att 
Asp He Asn Trp Val Lys Arg Arg Pro Gly Gin Gly Leu Glu Trp He 
35. 40 45 

gga tgg att ttt cct gga gat ggt agt acc aat tac aat gag aaa ttc 
Gly Trp He Phe Pro Gly Asp Gly Ser Thr Asn Tyr Asn Glu Lys Phe 
50 5S 60 

aag gac aag gee aca ctg act get gae aaa tee tec age aca gee tac 
Lys Asp Lys Ala Thr Leu Thr Ala Asp Lys Ser Ser Ser Thr Ala Tyr 
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65 "?0 



75 80 



atg cag etc aac age ctg act tcr gag aac tct gca g-c tat ttc tgt 288 
Met Gin Leu Asn Ser Leu Thr Ser Glu Asn Ser Ala Vai Tyr Phe Cys 
85 90 95 



gca aga gat gga agt atg ggg ggg ttt gac tac tgg ggc caa ggg acc 

Ala Arg Asp Gly Ser Met Gly Giy Phe Asp Tyr Trp Gly Gin Gly Thr 
100 105 110 

acg gtc acc gtc tec tea 

Thr Vai Thr Vai Ser Ser 
115 



33 



354 



<210> 2 
<211> 118 
<212> PRT 

<213> Kunstliche Sequenz 

<223> Beschreibung der Icunstlichen Sequenz: 
Phage nsequenz 

<400> 2 

Gin Vai Gin Leu Gin Gin Ser Giy Pro Glu Leu Vai Lys Pro Giy Aia 
15 10 

Leu Vai Lys lie Ser Cys Lys Aia Ser Giy Tyr Ser Phe Thr Ser Tyr 
20 25 30 

Asp lie Asn Trp Vai Lys Arg Arg Pro Giy Gin Giy Leu Glu Trp lie 
35 40 45 

Giy Trp lie Phe Pro Giy Asp Giy Ser Thr Asn Tyr Asn Glu Lys Phe 
50 55 60 

Lys Aso Lys Aia Thr Leu Thr Aia Asp Lys Ser Ser Ser Thr Ala Tyr 
65 ^ 70 75 80 

Met Gin Leu Asn Ser Leu Thr Ser Glu Asn Ser Aia Vai Tyr Phe Cys 
85 90 

Aia Arg Asp Giy Ser Met Giy Giy Phe Asp Tyr Trp Giy Gin Gly Thr 
100 105 110 



Thr Vai Thr Vai Ser Ser 
115 
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<210> 3 
<211> 324 
<212> DNA 

<213> Kunstiiche Sequenz 

<220> 

<221> CDS 

<222> (1) . . (324) 

<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: 
Phagensequenz 

<400> 3 

gat gtt ttg atg acc caa act cca aaa ttc atg tec aca tea gta gga 4 8 

Asp Val Leu Met Thr Gin Thr Pro Lys Phe Met Ser Thr Ser Val Gly 

1 5 10 ^5 

gac agg gtc age ate acc tgc aag gcc agt eag aat czZ cgt act act 96 
Asp Arg Val Ser He Thr Cys Lys Ala Ser Gin Asn Val Arg Thr Thr 
20 25 30 

gta gee tgg tat caa gag aaa cca ggg cag tct cet aaa gca ctg att 144 
Val Ala Trp Tyr Gin Glu Lys Pro Gly Gin Ser Pro Lys Ala Leu He 
35 40 45 

tac ttg gca tec aac egg eac act gga gtc cet gat cgc ttc aca ggc 
Tyr Leu Ala Ser Asn Arg His Thr Gly Val Pro Asp Arg Phe Thr Gly 
50 55 60 

agt gga tct gga aca gat ttc act etc acc att age aat gtg caa tct 
Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr He Ser Asn Val Gin Ser 
65 70 "75 80 

gaa gac ctg gca gat tat ttc tgt ctg caa cat tgg aat tat ccg tac 
Glu Asp Leu Ala Asp Tyr Phe Cys Leu Gin His Trp Asn Tyr Pro Tyr 

85 90 95 

acg ttc gga ggg ggc acc aag ctg gaa ate aaa egg 324 
Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu He Lys Arg 
100 105 



192 



240 



288 



<210> 4 

<211> 108 

<212> PRT 

<213> Kunstiiche Sequenz 

<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: 



wo 00/62071 " PCT/EPOO/03347 

4 

Phacens9quen3 
<400> 4 

Asp Val Leu Met Thr Gin Thr Pro Lys Phe Men Ser Thr Ser Vai Gly 
1 5 10 15 

Asp Arg Val Ser lie Thr Cys Lys Ala Ser Gla Asn Val Arg Thr Thr 
20 25 30 

Val Ala Trp Tyr Gin Glu Lys Pro Gly Gin Ser Pro Lys Ala Leu lie 
35 40 45 

Tyr Leu Ala Ser Asn Arg His Thr Gly Val Pro Asp Arg Phe Thr Gly 
50 55 60 

Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr lie Ser Asn Val Gin Ser 
65 70 75 80 

Glu Asp Leu Ala Asp Tyr Phe Cys Leu Gin His Trp Asn Tyr Pro Tyr 
85 90 95 



Thr Phe 



Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu lie Lys Arg 
100 105 
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Internationa! application No. 

PCT/EPOO/03347 



I. Basis of the report 



1 . With regard to the elements of the international application:* 
I [ the international application as originally filed 

the description: 

pages 1-21 , as originally filed 

pages 

pages , filed with the letter of 



, filed with the demand 



the claims: 

pages , as originally filed 

pages , as amended (together with any statement under Article 1 9 

pages , filed with the demand 

pages 1-23 . filed with the letter of 23 MayloOl (23.05.2001) 

the drawings: 

pages 1/12-12/12 , as originally filed 

pages » filed with the demand 
pages , filed with the letter of 

the sequence listing part of the description: 

pages 1^4 ^ as originally filed 

pages , filed with the demand 

pages , filed with the letter of 

2. With regard to the language, all the elements marked above were available or furnished to this Authority in the language in which 
the international application was filed, unless otherwise indicated under this item. 

These elements were available or furnished to this Authority in the following language which is: 

I I the language of a translation furnished for the purposes of international search (under Rule 23.1(b)). 
I I the language of publication of the international application (under Rule 48.3(b))- 

I I the language of the translation furnished for the purposes of international preliminary examination (under Rule 55.2 and/ 
or 55.3). 

3. With regard to any nucleotide and/or amino acid sequence disclosed in the international application, the international 
preliminary examination was carried out on the basis of the sequence listing: 



contained in the international application in written form, 
filed together with the international application in computer readable form. 
I I furnished subsequently to this Authority in written form. 
I I furnished subsequently to this Authority in computer readable form. 

I I The statement that the subsequently furnished written sequence listing does not go beyond the disclosure in the 
international application as filed has been flimished, 

I I The statement that the information recorded in computer readable form is identical to the written sequence listing has 
been furnished. 

4. The amendments have resulted in the cancellation of 
I I the description, pages 

□ 

the claims, Nos. 



I I the drawings, sheets/fig . 



I I This report has been established as if (some of) the amendments had not been made, since they have been considered to go 

* ' — ' beyond the disclosure as filed, as indicated in the Supplemental Box (Rule 70.2(c)). 

* Replacement sheets which have been furnished to the receiving Office in response to an invitation under Article 14 are referred to 
in this report as "originally filed" and are not annexed to this report since they do not contain amendments (Rule 70.16 
and 70,17), 

* * Any replacement sheet containing such amendments must be referred to under item 1 and annexed to this report. 
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IV. Lack of unity of invention 



1 . In response to the invitation to restrict or pay additional fees the applicant has: 
I I restricted the claims. 
[X] paid additional fees. 
I I paid additional fees under protest. 
I I neither restricted nor paid additional fees. 

□ This Authority found that the requirement of unity of invention is not complied with and chose, according to Rule 68.1, 
not to invite tne applicant to restrict or pay additional fees. 



3. This Authority considers that the requirement of unity of invention in accordance with Rules 13.1, 13.2 and 13.3 is 
I I complied with. 

DKI not complied with for the following reasons: 
See supplemental sheet. 



4. Consequently, the following parts of the international application were the subject of international preliminary examination 
in establishing this report: 



all parts. 

□ 

the parts relating to claims Nos. 
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Ime^lPional application No. 
PCT/EP 00/03347 



Supplemental Box 

(To be used when the space in any of the preceding boxes is not sufficient) 



Continuation of: I V . 3 



The examination department endorses the objection 
registered by the search department with respect to lack 
of unity of invention ( PCT Rule 13.1). The different 
inventions are: 



Process for detecting cells in a biological sample 
using two different binding molecules that 
recognize the cells to be detected, wherein each of 
the binding molecules is labelled with a different 
fluorescent dye. 

2. Claims 13-16, 18-23 



1 . 



Claims 1-12, 17 



Antibody or fragment thereof directed against 
epitope 52-60 of the urokinase receptor (uPAR) . 



Form PCT/IPEA/409 (Supplemental Box) (Januao' 1994) 



• 

INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 



V. Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicabiltt>'; 
citations and explanations supporting such statement 

1 . Statement 

Novelty (N) Claims 

Claims 

Inventive step (IS) Claims 

Claims 

Industrial applicability (lA) Claims 

Claims 

2. Citations and explanations 

This report makes reference to the following 
documents : 

Dl: XUE et al., CANCER RESEARCH, vol. 57, no. 9, 1 
May 1997, pages 1682-1689 

D2: EP-A-0 317 156 (BECTON DICKINSON CO), 24 May 
1989 

D3: LUTHER et al., AMERICAN JOURNAL OF PATHOLOGY, 

vol. 150, no. 4, April 1997, pages 1231-1244 

D4: ALLGAYER et ai., JOURNAL OF HISTOCHEMISTRY AND 

CYTOCHEMISTRY, vol. 45, no. 2, February 1997, pages 

203-212 

D5; HEISS et al., NATURE MEDICINE, vol. 1, no. 10, 
October 1995 (1995-10), pages 1035-1039 

1. Invention 1: Claims 1-12, 17 

1.1 The subject matter of Claims 1-10 and 17 is novel 
and involves an invenirive-'istep (PCT Article 33(2) 
and (3) ) . 

D4 (abstract) and 05 (page 1039, column 1, lines 18- 
39) , which are considered the closest prior art, 
disclose a process for detecting disseminated tumour 
Form PCT/IPEA/409 (Box V) (January 1994) 



Int^lPtional application No. 
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1-12, 15, 17, 19-23 .VES 

13, 14, 16, 18 NO 

1-10, 17, 19-23 YES 

11-16, 18 NO 



NO 



if 
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cells in bone marrow by a double staining method 
using a first cytokeratin-specif ic binding molecule 
and a second urokinase receptor-specific binding 
molecule. The subject matter of Claim 1 differs 
therefrom in that cells are detected using a double 
•fluorescence method. The problem addressed by the 
present invention may therefore be seen to consist 
in providing a process for the quantitative 
detection of disseminated tumour cells in a 
biological sample that is both simple and sensitive. 

Dl (page 1683, column 1, paragraphs ''Indirect 
Immunofluorescence Staining for Microscopy" and 
''Fluorescence Microscopy and Data Quantitation") 
discloses a double fluorescence method for detecting 
tumour cells in a sample completely consisting of 
tumour cells. A person skilled in the art would not 
consider Dl since double fluorescence labelling is 
not known to be sufficiently sensitive for the 
quantitative detection of disseminated cells. 

D2 (column 2, line 40 - column 3, line 20; column 4, 
lines 17-18) describes the detection of white blood 
cells in bone marrow and blood samples using a 
double fluorescence protocol. However, D2 pertains 
to the detection of a different cell type using 
different labels and a person skilled in the art 
would therefore not consider D2 . 

Therefore, the sub j ect~~mart"6r of Claim 1 involves an 
inventive step, as, likewise, does that of Claims 2- 
10 and 17. 

The subject matter of Claims 11 does not involve an 
inventive step (PCT Article 33(3)). 
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Dl (page 1683, column 1, paragraphs "Indirect 
Immunofluorescence Staining for Microscopy" and 
''Fluorescence Microscopy and Data Quantitation") 
describes a process for labelling tumour cells using 
a double fluorescence protocol, wherein one of the 
binding molecules is urokinase receptor-specific. 
Dl also mentions an agent (3% paraformaldehyde) for 
fixing cells on a solid phase. 

It is an obvious step for a person skilled in the 
art to provide the reagents required for a process 
in the form of a reagent kit and the subject matter 
of Claim 11 therefore does not involve an inventive 
step. This also applies to Claim 12. 

2. Invention 2: Claims 13-16, 18-23 

2.1 The subject matter of Claims 13, 14, 16 and 18 is 
not novel (PCT Article 33(2)). 

D3 (abstract; page 1232, column 2, lines 7-10; page 
1233, column 2, paragraph "^ELISA"; page 1241, column 
2, lines 14-47) discloses MAb IIIFIO, which is 
directed against epitope 52-60 of uPAR, and the use 
of this antibody as a diagnostic tool (for prognosis 
of the course of malignant diseases and the 
detection of tumour cells in biological samples) or 
a therapeutic tool for the purpose of function 
blocking in tumour cerrs*. D3 is therefore 
prejudicial to the novelty of the subject matter of 
Claims 13, 14, 16 and 18. 

2.2 The subject matter of Claim 15 does not involve an 
inventive step (PCT Article 33(3)). 
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D4 (abstract), which is considered the closest prior 
art, discloses the use of an antibody directed 
against uPAR as a diagnostic tool for detecting 
tumour cells in bone marrow. The subject matter of 
Claim 15 differs therefrom in that a urokinase 
receptor-specific antibody directed against epitope 
52-50 of the urokinase receptor is used. 

However, use of MAb IIIFIO, which is directed 
against epitope 52-60 of uPAR, for the same purpose 
has already been described in D3 (abstract; page 
1232, column 2, lines 7-10) . A person skilled in 
the art would consider D3 . Therefore, the subject 
matter of Claim 15 does not involve an inventive 
step , 



The subject matter of Claims 19-23 is novel and 
involves an inventive step (PCT Article 33(2) and 
(3)), since the prior art neither discloses nor 
suggests such recombinant nucleic acids (Claim 19) 
and recombinant polypeptides (Claim 20-23) having 
antibody properties. 
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VII. Certain defects in the international application 



The following defects in the form or contents of the international application have been noted: 



Contrary to PCT Rule 5.1(a) (ii), the description does not 
cite Dl or indicate the relevant prior art disclosed 
therein . 
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VIII. Certain observations on the international application 



The following observations on the clarity of the claims, description, and drawings or on the question whether the claims are fully 
supported by the description, are made: 

The expression '"Mikrometasen" (''micrometases" ) used in 
Claim 13 is vague and unclear and leaves the reader 
uncertain as to the meaning of the relevant technical 
feature. Consequently, the definition of the subject 
matter of this claim is unclear (PCT Article 6) . 
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^GEBIET DES PATENTWE 

PCT l-r--ZL^ ^001 

INTERNATIONALER VORLAUFIGER PRUFUNGSBERI 

(Artikel 36 und Rege! 70 PCT) ^ 



ENARBEIT AUF DEM 
S 

~CT 



Aktenzeichen des Anmeiders Oder Anwaits 
19116P WO 


siehe Mttteilung uber die Ubersendung des internationalen 
WEITERES VORGEHEN vortaufigen Prufungsberichts (Formblatt PCT/rPEA/4i6) 


Internationales Aktenzeichen 
PCT/EPOO/03347 


Internationales Anmeldedatum (Ta^^onai/Ja/?r; 
13/04/2000 


Prioritatsdatum (T ag/Monat/T ag) 
13/04/1999 



Internattonate Patentklassifikation (IPK) Oder nationale Klassifikation und IPK 
G01N33/574 



Anmelder 

WILEX BIOTECHNOLOGY GMBH et al. 



1. Dieser Internationale vorlaufige Prufungsbericht wurde von der mit der internationalen vorlaufigen Prufung beauftragten 
Behorde erstellt und wird denn Anmelder gemaB Artikel 36 ubermittelt. 



2. Dieser BE RIGHT umfaBt insgesannt 8 Blatter einschlieBlich dieses Deckblatts. 



S AuBerdem liegen dem Bericht ANLAGEN bei; dabei handelt es sich um Blatter nnit Beschrelbungen, Anspruchen 
und/oder Zeichnungen, die geandert wurden und diesem Bericht zugrunde liegen, und/oder Blatter mit vor dieser 
Behorde vorgenommenen Berichtigungen (siehe Regel 70.16 und Abschnitt 607 der Verwaltungsrichtlinien zum PCT). 

Diese Aniagen umfassen insgesamt 5 Blatter. 



3. Dieser Bericht enthalt Angaben zu folgenden Punkten: 



Grundlage des Berichts 



II 


□ 


III 


□ 


IV 




V 


IS 


VI 


□ 


VII 




VIII 





Mangelnde EInheitlichkeit der Erfindung 

Begrundete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der erfinderischen Tatigkeit und der 
gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 



Bestimmte Bemerkungen zur internationalen Anmeldung 



Datum der Einreichung des Antrags 
20/09/2000 


Datum der Fertigstellung dieses Berichts 
08.06.2001 


Name und Postanschrift der mit der intemationalen vorlaufigen 
Prufung beauftragten Behorde: 

^ Europaisches Patentamt 
D-80298 Munchen 

Tel. +49 89 2399 - 0 Tx: 523656 epmu d 
Fax: +49 89 2399 - 4465 


Bevollmachtigter Bediensteter ^,..^s5S;;r\ 
Vanmontfort, D (| ^ }) 

Tel. Nr. +49 89 2399 8457 X^S^:^ 
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INTERNATIONALER VORLAUFIGER 

PRUFUNGSBERICHT Internationales Aktenzeichen PCT/E POO/03347 



I. Grundlage des Berichts 

1 . Hinsichtlich der Bestandteile der internationalen Anmeldung {Ersatzblatter, die dem Anmeldeamt auf eine 
Aufforderung nach Artikel 14 hin vorgelegt warden, gelten im Rahmen dieses Berichts als "ursprunglich 
eingereicht" and sind ihm nicht beigefugt weil sie keine Anderungen enthalten (Regein 70. 16 and 70. 1 7)): 
Beschreibung, Seiten: 

1-21 ursprungliche Fassung 

Patentanspruche, Nr.: 

1-23 eingegangen am 23/05/2001 mit Schreiben vom 23/05/2001 

Zeichnungen, Blatter: 

1/12-12/12 ursprungliche Fassung 

Sequenzprotokoll in der Beschreibung, Seiten: 

1-4, in der ursprunglich eingereichten Fassung. 

2. Hinsichtlich der Sprache: Alle vorstehend genannten Bestandteile standen der Behorde in der Sprache, in der 
die internationale Anmeldung eingereicht worden ist, zur Verfugung Oder wurden in dieser eingereicht, sofern 
unter diesem Punkt nichts anderes angegeben ist. 

Die Bestandteile standen der Behorde in der Sprache: zur Verfugung bzw. wurden in dieser Sprache 
eingereicht; dabei handelt es sich um 

□ die Sprache der Ubersetzung, die fur die Zwecke der internationalen Recherche eingereicht worden ist (nach 
Regel 23.1(b)). 

□ die Veroffentlichungssprache der internationalen Anmeldung (nach Regel 48.3(b)). 

□ die Sprache der Ubersetzung, die fur die Zwecke der internationalen vorlaufigen Prufung eingereicht worden 
ist (nach Regel 55.2 und/oder 55.3). 

3. Hinsichtlich der in der internationalen Anmeldung offenbarten Nucleotid- und/oder Aminbsauresequenz ist die 

internationale vorlaufige Prufung auf der Grundlage des Sequenzprotokolls durchgefuhrt worden, das: 

S in der internationalen Anmeldung in schriftlicher Form enthalten ist. 

S zusammen mit der internationalen Anmeldung in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

□ bei der Behorde nachtragllch in schriftlicher Form eingereicht worden ist. 

□ bei der Behorde nachtraglich in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

□ Die Erklarung, daB das nachtraglich eingerelchte schriftllche Sequenzprotokoll nicht uber den 
Offenbarungsgehalt der Internationalen Anmeldung im Anmeldezeitpunkt hinausgeht, wurde vorgelegt. 

□ Die Erklarung, daf3 die in computerlesbarer Form erfassten Informationen dem schriftlichen 
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Sequenzprotokoll entsprechen, wurde vorgelegt. 



4. 



Aufgrund der Anderungen sind folgende Unterlagen fortgefallen: 



□ 



Beschreibung, 
Anspruche, 



Seiten: 



□ 



Nr.: 



□ 



Zeichnungen, 



Blatt: 



5. □ Dieser Bericht ist ohne Berucksichtigung (von einigen) der Anderungen erstellt worden, da diese aus den 
angegebenen Grunden nach Auffassung der Behorde uber den Offenbarungsgehalt in der ursprunglich 
eingereichten Fassung hinausgehen (Regel 70.2(c)). 

(Auf Ersatzblatten die solche Anderungen enthalten, ist unter Punkt 1 hinzuweisen;sie sind diesem Bericht 
beizufugen). 



6. Etwaige zusatzliche Bennerkungen: 



IV. Mangelnde Einheitlichkeit der Erfindung 

1 . Auf die Aufforderung zur Einschrankung der Anspruche oder zur Zahlung zusatzlicher Gebuhren hat der 
Anmelder: 

□ die Anspruche eingeschrankt. 
K zusatzliche Gebuhren entrichtet. 

□ zusatzliche Gebuhren unter WIderspruch entrichtet. 

□ weder die Anspruche eingeschrankt noch zusatzliche Gebuhren entrichtet. 

2. □ Die Behorde hat festgestellt, daB das Erfordernis der Einheitlichkeit der Erfindung nicht erfullt ist, und hat 

gennaB Regel 68.1 beschlossen, den Anmelder nicht zur Einschrankung der Anspruche Oder zur Zahlung 
zusatzlicher Gebuhren aufzufordern. 

3. Die Behorde ist der Auffassung, daB das Erfordernis der Einheitlichkeit der Erfindung nach den Regein 13.1 , 13.2 
und 13.3 

□ erfullt ist 

H aus folgenden Grunden nicht erfullt ist: 
siehe Beiblatt 

4. Daher wurde zur Erstellung dieses Berichts eine Internationale vorlaufige Prufung fur folgende Telle der 
internationalen Anmeldung durchgefuhrt: 

^ alle Teile. 

□ die Teile, die sich auf die Anspruche Nr. beziehen. 



Formblatt PCT/IPEA/409 (Felder l-VIII, Blatt 2) (Juli 1998) 



)RLAI 



INTERNATIONALER VORLAUFIGER 
PRUFUNGSBERICHT 



Internationales Aktenzeichen PCT/EPOO/03347 



V. Begriindete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der erfinderischen Tatigkeit und der 
gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 



1. Feststellung 
Neuheit (N) 

Erfinderische Tatigkeit (ET) 
Gewerbliche Anwendbarkeit (GA) 



Ja: Anspruche 
Nein: Anspruche 

Ja: Anspruche 
Nein: Anspruche 

Ja: Anspruche 
Nein: Anspruche 



1-12, 15, 17, 19-23 
13, 14, 16, 18 

I- 10, 17, 19-23 

II- 16, 18 

1-23 



2. Unterlagen und Erklarungen 
siehe Beiblatt 



VII. Bestimmte Mangel der Internationalen Anmeldung 

Es wurde festgestellt, daB die internationale Anmeldung nach Form oder Inhalt folgende Mangel aufweist: 
siehe Beiblatt 



VIII. Bestimmte Bemerkungen zur internationalen Anmeldung 

Zur Klarhelt der Patentanspruche, der Beschreibung und der Zeichnungen oder zu der Frage, ob die Anspruche 
in vollem Umfang durch die Beschreibung gestutzt werden, ist folgendes zu bemerken: 
siehe Beiblatt 
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Zu Punkt IV 

Die Prufungsabteilung schlieBt sich dem von der Recherchenabteilung wegen 
mangelnder Einheitlichkeit vorgebrachten Einwand an (Regel 13.1 PCT). 
Die verschiedenen Erfindungen sind: 

1. Anspruche 1-12, 17 

Verfahren zum Nachweis von Zellen In einer biologlschen Probe unter 
Venwendung von zwei verschiedenen, die nachzuweisenden Zellen erkennenden 
Bindemolekulen, wobei die Bindemolekule mit jeweils verschiedenen 
Fluoreszenzfarbstoffen markiert werden. 

2. Anspruche 13-16, 18-23 

Antikorper oder dessen Fragment, der gegen das Epitop 52-60 des 
Urokinaserezeptors (uPAR) gerichtet ist. 

Zu Punkt V 

Es wird auf die folgenden Dokumente verwiesen: 

D1 XUE et al., CANCER RESEARCH, Bd. 57, Nr. 9, 1. Mai 1997, Seiten 
1682-1689 

D2 EP 0 31 7 1 56 A (BECTON DICKINSON CO) 24. Mai 1 989 

D3 LUTHER et al., AMERICAN JOURNAL OF PATHOLOGY, Bd. 150, Nr. 4, 

April 1997, Seiten 1231-1244 
D4 ALLGAYER et al., JOURNAL OF HISTOCHEMISTRY AND 

CYTOCHEMISTRY, Bd. 45, Nr. 2, Februar 1997, Seiten 203-212 
D5 HEISSetal., NATURE MEDICINE, Bd. 1, Nr. 10, Oktober 1995 (1995-10), 

Seiten 1035-1039 
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1. Erfindungi: Anspruch 1-12,17 

1.1 Der Gegenstand der Anspruche 1-10 und 17 ist neu und beruht auf einer 
erfinderischen Tatigkeit (Artikel 33(2) and 33(3) PCT). 

D4 (Zusanrmnenfassung) und D5 (Seite 1039, Spalte 1, Zeilen 18-39), die als 
nachstliegender Stand der Technik angesehen werden, offenbaren ein Verfahren 
zum Nachweis von seltenen Tumorzellen in Knochenmark uber eine 
Doppelmarkierungsmethode unter VenA/endung von einenn ersten Cytokeratin- 
spezifischen Bindemolekul und einem zweiten Urokinaserezeptor-spezifischen 
Bindennolekul. Der Gegenstand des Anspruchs 1 unterscheidet sich dadurch daB 
der Nachweis unter Verwendung einer Doppelfluoreszenzmethode durchgefiihrt 
wird. Die mit der vorliegenden Erfindung zu losende Aufgabe kann somit darin 
gesehen werden ein einfaches und gleichzeitig sensitives Verfahren zunn 
quantitativen Nachweis seltener Tumorzellen in einer biologischen Probe 
bereitzustellen. 

D1 (Seite 1683, Spalte 1, Absatze "Indirect Innmunofluorescence Staining for 
Microscopy" und "Fluorescence Microscopy and Data Quantitation) offenbart ein 
Doppelfluoreszenz-Verfahren zum Nachweis von Tumorzellen in einer 
volistandig aus Tumorzelien bestehende Probe. Der Fachmann wurde D1 
nicht in Betracht Ziehen well es nicht bekannt ist daB beim Nachweis von derart 
seltenen Zellen eine Doppelfluoreszenzmarkierung ausreichend sensitiv ist fur 
einen quantitativen Nachweis. 

D2 (Spalte 2 Zeile 40-Spalte 3 Zeile 20, Spalte 4 Zeilen 17-18) beschreibt den 
Nachweis unter Ven/vendung eines Doppelfluoreszenzprotokolls von weiBen 
Blutzellen aus Knochenmark- und Blutproben. Es werden jedoch andere Zeilen 
unter Verwendung anderer Marker nachgewiesen. Deshalb wurde der Fachmann 
D2 nicht in Betracht Ziehen. 

Aus diesem Grund beruht der Gegenstand des Anspruchs 1 auf einer 
erfinderischen Tatigkeit. Dasselbe trifft fur Anspruche 2-10 und 17 zu. 

1 .2 Der Gegenstand der Anspruche 1 1 beruht nicht auf einer erfinderischen Tatigkeit 
(Artikel 33(3) PCT). 

D1 (Seite 1683, Spalte 1, Absatze "Indirect Immunofluorescence Staining for 
Microscopy" und "Fluorescence Microscopy and Data Quantitation) beschreibt ein 
Verfahren zur Markierung von Tumorzellen unter Verwendung eines 
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Doppelfluoreszenzprotokolls und wobei eines der Bindemolekule fur den 
Urokinase-Rezeptor spezifisch ist. D1 erwahnt auch ein Mittel (3% 
Paraformaldehyd) zur Fixierung von Zellen auf erner Festphase. 
Es ist naheliegend fur den Fachmann die Reagenzien eines Verfahrens in Form 
eines Reagenzienkit zu Verfugung zu stellen. Dem Gegenstand des Anspruchs 

1 1 liegt daher keine erfinderische Tatigkeit zugrunde. Dasselbe trifft fur Anspruch 

12 zu. 

2. Erfindung 2: Anspruche 13-16, 18-23 

2.1 Der Gegenstand der Anspruche 13, 14, 16 und 18 ist nicht neu (Artikel 33(2) 
PCT). 

D3 (Zusannmenfassung; Seite 1232, Spalte 2, Zeilen 7-10; Seite 1233, Spalte 2. 
Absatz "ELISA"; Seite 1241, Spalte 2, Zeilen 14-47) offenbart Antikorper MAb 
IIIF10, der gegen das Epitop 52-60 des uPAR gerichtet ist und die Verwendung 
dieses Antikorper als diagnostisches Mittel (zur Prognose der Verlaufs bei 
malignen Erkrankungen und zum Nachweis von Tumorzellen in einer biologischen 
Probe) Oder als therapeutisches Mittel zur Funktionsblockierung bei Tumorzellen. 
Daher steht D3 dem Gegenstand der Anspruche 13, 14, 16 und 18 
neuheitsschadlich entgegen. 

2.2 Der Gegenstand des Anspruchs 15 beruht nicht auf einer erfinderischen Tatigkeit 
(Artikel 33(3) PCT). 

D4 (Zusammenfassung), das als nachstliegender Stand der Technik angesehen 
wird, offenbart die Verwendung eines Antikorpers, der gegen uPAR gerichtet ist, 
als diagnostisches Mittel zum Nachweis von Tumorzellen in Knochenmark. Der 
Gegenstand des Anspruchs 15 unterscheidet sich dadurch daB man ein 
Urokinaserezeptor-spezifisches Antikorper, der gegen das Epitope 52-60 des 
Urokinaserezeptors gerichtet ist, venA^endet. 

Der Antikorper MAb IIIF10, der gegen das Epitop 52-60 des uPAR gerichtet ist, 
wurde jedoch schon fur denselben Zweck benutzt in D3 (Zusammenfassung; 
Seite 1232, Spalte 2, Zeilen 7-10). Der Fachmann wiirde D3 in Betracht Ziehen. 
Aus diesem Grund beruht der Gegenstand des Anspruchs 15 nicht auf einer 
erfinderischen Tatigkeit. 
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2.3 Der Gegenstand der Anspruche 1 9-23 ist neu und beruht auf einer erf inderischen 
Tatigkeit (Artikel 33(2) und 33(3) PCT) weil derartige rekombinanten 
Nukleinesauren (Anspruch 19) und rekombinantes Polypeptide (Anspruch 20-23) 
mit Antikorpereigenschaften im Stand der Technik weder offenbart noch 
nahegelegt werden. 

Zu Punkt VII 

Im Widerspruch zu den Erfordernissen der Regel 5.1 a) ii) PCT werden in der 
Beschreibung weder der in denn Dokument D1 offenbarte einschlagige Stand der 
Technik noch dieses Dokument angegeben. 

Zu Punkt VIII 

Der in dem Anspruch 13 benutzte Ausdruck "Mikrometasen" ist vage und unklar und 
laBt den Leser iiber die Bedeutung des betreffenden technischen Merkmals im 
Ungewissen. Dies hat zur Folge, da3 die Definition des Gegenstands dieses Anspruchs 
nicht klar ist (Artikel 6 PCT). 
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Anspruche 

1 . Verfahren zum quantitativen Nachweis von epithelialen Tumorzellen 
in einer biologischen Probe, wobei die biologische Probe die 
nachzuweisenden Zellen im Bereich von 1:10* bis 1:10^ der 
gesamten in der Probe vorhandenen Zellen enthalt, umfassend die 
Schritte: 

(a) Bereitstellen einer zu testenden Probe, 

(b) Inkontaktbringen der Probe mit mindestens zwei verschiede- 
neh, die nachzuweisenden Zellen erkennenden Bindemole- 
kulen, wobei die Btndemolekule mit Jewells verschiedenen 
Fluoreszenzfarbstoffen markiert warden, wobei eines der 
Bindemolekule fiir den Urokinase-Rezeptor spezifisch ist, und 

(c) Bestinnmen der Menge der Fluoreszenznnarkierungen in der auf 
einer Festphase fixierten Probe. 

2. Verfahren nach Anspruch 1 , 
dadurch gekennzeichnet, 

daB der Nachweis in einer Knochenmarksprobe erfolgt. 

3. Verfahren nach einenri der Anspruche 1 bis 2, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS nnan als zellspezifische Bindennolekule Antikorper oder Antikor- 
perfragmente oder/und Rezeptorliganden verwendet. 

4. Verfahren nach einem der Anspruche 2 bis 3, 
dadurch gek nnzeichn 

daS man ein zweites Cytokeratin-spezifisches Bindemolekul 
verwendet. 
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5. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 4, 
dadurch gekennzeichn t, 

daS die Bindemolekule indirekt markiert werden. 

6. Verfahren nach einem der Ansprche 1 bis 4, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS die Bindennolekule direkt markiert werden, 

7- Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 6, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB die quanitative Auswertung der Probe durch ein konfokales 
Laser-Scanning-Mikroskop oder durch ein Fluoreszenzmikroskop 
erfolgt. 

8. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 1 , 
dadurch gekennzeichnet, 

daB die Auswertung der Probe durch parallele oder/und sequentielle 
Bestimmung der Fluoreszenz der verschiedenen Markierungsgruppen 
erfolgt. 

9. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 8, weiterhin umfassend 
eine Charakterisierung von durch Reaktion mit den Bindemolekulen 
identifizierten Zellen. 

10. Verfahren nach Anspruch 9, 
dadurch gekennzeichnet 

dali die Charakterisierung eine ortsspezifische Bestimmung der 
Fluoreszenzmarkierung umfaBt. 
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1 1 . Reagenzienkit zum quantitativen Nachweis von Zellen in einer 
biologischen Probe unnfassend 

(a) ein erstes, die nachzuweisenden Zellen erkennendes Bindemo- 
lekul und eine erste Fluoreszenz-Markierungsgruppe, wobei 
das Bindemolekul fur den Urokinase-Rezeptor spezifisch ist, 

(b) ein zweites, die nachzuweisenden Zellen erkennendes Binde- 
molekul und eine zweite Fluoreszenz-Markierungsgruppe, 
wobei das erste und das zweite Bindemolekul und die erste 
und die zweite Fluoreszenz-Markierungsgruppe verschieden 
sind und 

(c) Mittel zur Fixierung von ZeMen auf einer Festphase. 

12. Verwendung des Verfahrens nach einem der Anspruche 1 bis 10 
Oder des Reagenzienkits nach Anspruch 1 1 zum Nachweis von 
Mikrometasen in biologischen Proben. 

1 3. Verwendung eines Antikorpers, der gegen das Epitop 52-60 des 
Urokinaserezeptors (uPAR) gerichtet ist, oder eines 
antigenbindenden Fragments davon zur Herstellung eines gegen 
uPAR auf Tumorzellen gerichteten diagnostischen Mittels zur 
Erstellung einer Prognose des Verlaufs bei malignen Erkrankungen. 

14. Verwendung nach Anspruch 13 als diagnostisches Mittel zum 
Nachweis von Tumorzellen in einer biologischen Probe. 

15. Verwendung nach Anspruch 14 zum Nachweis von verstreuten 
Tumorzellen in Knochenmark. 

16. Verwendung nach einem der Anspruche 14 bis 1 5 in einem ELISA. 

17. Verwendung nach einem der Anspruche 14 bis 1 5 in einem Doppel- 
fluoreszenz-Nachweisverfahren. 
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18. Verwendung nach einem der Anspruche 13 bis 17, 
dadurch g kennzeichnet, 

da(S der Antikorper ausgewahit wird aus dem monoklonalen Antikor- 
per IIIF10, Fragmenten davon oder Antikorpern und Antikorper- 
fragmenten mit aquivaienter Bindespezifitat. 

19. Rekombinante Nukleinsaure, die fiir ein Potypeptid mit Antikorper- 
eigenschaften kodiert, umfassend 

(a) eine CDR3-VH-Sequenz kodierend fCir die Aminosauresequenz 

(I) : 

DGSMGGFDY 
oder/und 

(b) eine CDR-3-VL-Sequenz kodierend fur die Aminosauresequenz 

(II) : 

LQHWNYPYT 

20. Rekombinantes Polypeptid mit Antikorpereigenschaften umfassend: 

(a) eine CDR3-VH-Aminosauresequenz (I): 
DGSMGGFDY 

oder/und 

(b) eine CDR-3-VL-Aminosauresequenz (11): 
LQHWNYPYT 

21. Rekombinantes Polypeptid nach Anspruch 20, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS es ein scFv-Antikorper-Fragment ist. 

22. Rekombinantes Polypeptid nach Anspruch 20 oder 21, 
dadurch gek nnzeichnet, 

dais es ein humanisiertes Antikorperfragment ist. 
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23. Rekombinantes Polypeptid nach einem der Anspruche 20 bis 22, 
dadurch gek nnz ichn t, 
daf^ es an eine Effektorgruppe gekoppelt ist. 



GEAENDERTES BLATT 



INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 



tnternatlonales Aktenzelchen 

/EP 00/03347 



A. KLASSIFIZ1ERUNGDESANMELDUNB9?cGENSTAN0ES 

IPK 7 G01N33/574 G01N33/577 G01N33/68 A61K39/395 A61K47/48 
A61K51/10 C12N15/13 C07K16/28 C07K19/00 

Nach der International en Patentklassifikation (IPK) oder nach der nationalen Klassifikation und der IPK 

B. RECHERCHIERTE GEBIETE 

Recherchlerter MIndestprufstoff (Klassifikationssystem und Wassifikationssymbole ) 

IPK 7 GOIN C07K 

Recherchierte aber nicht zum MIndestprufstoff gehorende Veroffentlichungen, soweit diese unter die recherchierten Gebiete fallen 
Wahrend der intemationalen Recherche konsultierte elektronische Datenbank (Name der Datenbank und evtl. verwendete Suchbegriffe) 

BIOSIS, EMBASE, CHEM ABS Data, WPI Data, PAJ, EPO-Internal , STRAND 
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Kategorie** 



Bezeichnung der Veroffentlichung. soweit erforderlich unter Angat>e der in Betracht kommenden Telle 



Betr Anspruch Nr. 



us 5 234 816 A (TERSTAPPEN LEON W M M) 
10. August 1993 (1993-08-10) 
das ganze Dokument 

W. XUE ET AL.: "Uroki nase-type 
plasminogen activator receptors associate 
with beta 1 and beta3 integrins of 
fibrosarcoma cells: dependence on 
extracellular matrix components" 
CANCER RESEARCH, 

Bd. 57, Nr. 9, 1. Mai 1997 (1997-05-01), 
Seiten 1682-1689, XP002117246 
Baltimore, MD, VSA 
Zusammenf assung; Abbildung 1 

EP 0 317 156 A (BECTON DICKINSON CO) 
24. Mai 1989 (1989-05-24) 
Anspriiche 1-10 

-/-- 



1-4,6-13 
1,5 

1-4,6-13 



1.5 

1,3,4, 
6-13 
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ID 
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* Besondere Kategorien von angegebenen Veroffentlichungen 

"A" Veroffentlichung, die den allgemeinen Stand der Technik definiert, 
aber nicht als besonders bedeutsam anzusehen ist 

'E' alteres Dokument, das jedoch erst am oder nach dem intemationalen 
Anmeldedatum veroffentlicht worden ist 

'L" Veroffentlichung, die geelgnet ist, einen Priori tatsanspruch zweifelhaft er- 
scheinen zu lassen, oder durch die das Venoffentiichungsdatum einer 
anderen im Recherchenbericht genannten Veroffentlichung belegt wenden 
soil Oder die aus einem anderen besonderen Grund angegeben ist (wie 
ausgefuhrt) 

"O" Veroffentlichung, die sich auf eine mundllche Offenbarung, 

eine Benutzung. eine Ausstellung oder andere MaBnahmen bezieht 
■P" Veroffentlichung, die vor dem intemationalen Anmeldedatum, aber nach 
dem beanspruchten Prioritatsdatum veroffentlicht worden ist 



T' Spate re Veroffentlichung, die nach dem intennationalen Anmeldedatum 
Oder dem Prioritatsdatum veroffentlicht worden ist und mit der 
Anmeldung nicht kollidlert, sondem nurzum Verstandnis des der 
Erfindung zugrundeliegenden Prtnzips oder der ihr zugrundeliegenden 
Theorie angegeben ist 

"X" Veroffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann allein aufgrund dieser Veroffentiichung nicht als neu oder auf 
erfinderischer Tatigkeit benjhend betrachtet werden 

"Y" Veroffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann nicht als auf erfinderischer Tatigkeit beruhend betrachtet 
werden, wenn die Veroffentlichung mit einer oder mehreren anderen 
Veroffentlichungen dieser Kategorie In Verbindung qebracht wtrd und 
diese Verbindung fur einen Fachmann naheliegend ist 

■&" Veroffentlichung, die Mitglied derselben Patentfamilie ist 
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Betr. Anspaich Nr. 



T. LUTHER ET AL.: "Epi tope-mapped 
monoclonal antibodies as tools for 
functional and morphological analyses of 
the human urokinase receptor in tumor 
tissue" 

AMERICAN JOURNAL OF PATHOLOGY, 

Bd. 150, Nr. 4, April 1997 (1997-04), 

Seiten 1231-1244, XP002117251 

Hagerstown, MD, VSA 

in der Anmeldung erwahnt 

das ganze Dokument 

R TODD ET AL.: "CD87 Workshop Panel 
report (pages 1016-1020 in 'Leucocyte 
Typing VI' , Eds. T Kishimoto et al . )" 
1997 , GARLAND PUBLISHING, INC. 
XP002117252 

in der Anmeldung erwahnt 
Abbi 1 dung 
Tabel len 

V. MAGDOLEN ET AL.: "Epi tope-mapped 
monoclonal antibodies directed to the 
human urokinase receptor (uPAR, CD87)." 
TISSUE ANTIGENS, 

Bd. 48, Nr. 4-2, Oktober 1996 (1996-10), 
Seite 424 XP000929590 
Kopenhagen, Danemark 
Zusammenfassung MC-2-02 

K. FISCHER ET AL.: "Urokinase induces 
proliferation of human ovarian cancer 
cells: characterization of structural 
elements required for growth factor 
f uncti on. " 
FEBS LETTERS, 
Bd. 438, Nr. 1-2, 

30. Oktober 1998 (1998-10-30), Seiten 
101-105, XP002143814 
Amsterdam, die Niederlande 
Zusammenfassung 
Abbi 1 dung 3 

-/-- 
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H. ALLGAYER ET AL.: "Immunocytochemical 
phenotyping of disseminated tumor cells in 
bone marrow by uPA receptor and CK18: 
investigation of sensitivity and 
specificity of an immunogold/al kal ine 
phosphatase double staining protocol" 
JOURNAL OF HISTOCHEMISTRY AND 
CYTOCHEMISTRY, 

Bd, 45, Nr. 2, Februar 1997 (1997-02), 

Seiten 203-212, XP002117247 

Baltimore, MD, VSA 

in der Anmeldung erwahnt 

Zusammenfassung 

M. HEISS ETAL.: "Individual development 
and uPA-receptor expression of 
disseminated tumour cells in bone marrow: 
a reference to early systemic disease in 
solid cancer" 
NATURE MEDICINE, 

Bd, 1, Nr. 10, Oktober 1995 (1995-10), 

Seiten 1035-1039, XP002117248 

New York, NY, VSA 

in der Anmeldung erwahnt 

Seite 1039, Spalte 1, Zeile 18, Absatz 2 - 

Zeile 39 

I, FUNKE ET AL.: "Comparative analyses of 
bone marrow micrometastases in breast and 
gastric cancer" 

INTERNATIONAL JOURNAL OF CANCER, 

Bd. 65, Nr. 6, 15. Marz 1996 (1996-03-15), 

Seiten 755-761, XP002117249 

New York, NY, VSA 

in der Anmeldung erwahnt 

Zusammenfassung 

WO 94 09363 A (UNIV TEXAS) 
28. April 1994 (1994-04-28) 
Anspriiche 1,2; Abbildung 1 

EP 0 608 987 A (BECTON DICKINSON CO) 
3. August 1994 (1994-08-03) 
das ganze Dokument 
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R. CICCOCIOPPO ET AL.: "Detection of the 

receptor for the human uroki nase-type 
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f 1 uoresceinated uPA" 

JOURNAL OF HISTOCHEMISTRY AND 

CYTOCHEMISTRY, 

Bd. 45, Nr. 9, September 1997 (1997-09), 
Seiten 1307-1313, XP002117250 
Baltimore, MD, VSA 
in der Anmeldung erwahnt 
Abbildungen 1,2 
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13/04/2000 


Prioritatsdatunn (Tag/Monat/Jahr) 
13/04/1999 


Anmelder 

WILEX BIOTECHNOLOGY GMBH at al. 



Dam Anmelder wird mitgeteilt, daB ihm dia mit dar internationalen vorlaufigan Prufung beauftragta Behorde 
hiermit den zu der internationalen Anrnaldung erstalltan internationalen vorlaufigen Prufungsbericht, 
gegebenenfalls mit den dazugehorigen Aniagen, ubarmittelt. 



2. Eine Kopia das Berichts wird - gegebenenfalls mit den dazugehorigen Aniagan 
Weitarleitung an alle ausgewahlten Amter ubermittalt. 



dam Internationalen Buro zur 



3. Auf Wunsch ainas ausgewahlten Amts wird das Internationale Biiro eine Ubersetzung des Berichts (jedoch 
nicht der Aniagen) ins Englische anfertigen und diesem Amt ubermitteln. 



4. ERINNERUNG 

Zum Eintritt in die nationala Phase hat der Anmelder vpr jedem ausgewahlten Amt innerhaltf von 30 Monaten 
ab dem Prioritatsdatum (oder in manchen Amtern noch spater) bestimmte Handlungen (Einreichung von 
Ubersetzungen und Entrichtung nationaler Gebuhren) vorzunehmen (Artikel 39 (1)) (siahe auch die durch das 
Internationale Buro im Formblatt PCT/IB/301 ubarmittelte Information). 

1st einem ausgewahlten Amt eine Ubersetzung der internationalen Anmeldung zu ubermitteln, so muB diese 
Obersetzung auch Ubersetzungen aller Aniagen zum internationalen vorlaufigan Prufungsbericht enthalten. Es 
ist Aufgabe des Anmelders, solcha Ubersetzungen anzufertigen und dan batroffanen ausgewahlten Amtern 
direkt zuzuleiten. 



Weitere Einzelheiten zu dan maBgabanden Fristen und Erfordernissan dar ausgewahlten Amter sind Band II 
des PCT-Leitfadens fur Anmelder zu antnahman. 



Name und Postanschrift der mit der internationalen Prufung 
beauftragten Behorde 

Europaisches Patentamt 
D-80298 Munchen 

Tel, +49 89 2399 - 0 Tx: 523656 epmu d 
Fax: +49 89 2399 - 4465 



Bevollmachtigter Bediensteter 
SIEDSMA, Y 



Tel, +49 89 2399-, 



Formblatt PCT/lPEA/416 (Juli 1992) 



' VERTRAG UBER [l|plNTERNATIONALE ZUSAIV^NARBEIT AUF DEM 

GEBIET DES PATENTWESENS 
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INTERNATIONALER VORLAUFIGER PRUFUNGSBERICHT 

(Artikel 36 und Regel 70 PCT) 



Aktenzeichen des Anmelders Oder Anwalts 
19116P WO 


siehe Mitteilung uber die Ubersendung des internationalen 
WEITERES VORGEHEN vorlaufigen Prufungsberichts (Formblatt PCT/IPEA/416) 


Internationales Aktenzeichen 
PCT/EPOO/03347 


Internationales Anme\<^e<iatum (Tag/Monat/Jahr) 
13/04/2000 


Prioritatsdatum (Tag/Monat/T ag) 
13/04/1999 


Internationale Patentklassifikation (IRK) Oder nationale Klassifikation und IPK 
G01N33/574 


Anmeider 

WILEX BIOTECHNOLOGY GMBH et al. 



1. Dieser internationale vorlaufige Prufungsbericht wurde von der mit der internationalen vorlaufigen Prufung beauftragten 
Behorde erstellt und wird dem Annnelder gemaR Artikel 36 ubermittelt. 



2. Dieser BERICHT umfaBt insgesannt 8 Blatter einschliefBlich dieses Deckblatts. 

^ AuBerdem liegen dem Bericht ANLAGEN bei; dabei handelt es sich um Blatter mit Beschreibungen, Anspruchen 
und/oder Zelchnungen, die geandert wurden und diesem Bericht zugrunde liegen, und/oder Blatter mit vor dieser 
Behorde vorgenommenen Berichtigungen (siehe Regel 70.16 und Abschnitt 607 der Verwaltungsrichtlinien zum PCT). 

Diese Aniagen umfassen insgesamt 5 Blatter. 



3. Dieser Bericht enthalt Angaben zu folgenden Punkten: 

I S Grundlage des Berlchts 

II □ Prioritat 

HI □ Keine Erstellung eines Gutachtens uber Neuheit, erfinderische Tatigkeit und gewerbliche Anwendbarkeit 

IV S Mangelnde Einheitlichkeit der Erflndung 

V H Begrundete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der erfinderischen Tatigkeit und der 

gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 

VI □ Bestimmte angefuhrte Unterlagen 

VII S Bestimmte Mangel der internationalen Anmeldung 

vni S Bestimmte Bemerkungen zur internationalen Anmeldung 



Datum der Einreichung des Antrags 
20/09/2000 


Datum der Fertigstellung dieses Berichts 
08.06.2001 


Name und Postanschrift der mit der internationalen vorlaufigen 
Prufung beauftragten Behorde: 

^ Europaisches Patentamt 
/flS) D-80298 Munchen 

Tel. +49 89 2399 - 0 Tx: 523656 epmu d 
Fax: +49 89 2399 - 4465 


Bevollmachtigter Bediensteter ^^^^^^^S^^^s^ 

f J) I) 

Vanmontfort, D \% // 

Tel. Nr. +49 89 2399 8457 ^ 



Formblatt PCT/IPEA/409 (Deckblatt) (Januar 1994) 



INTERNATIONALER VORLAUFIGER 
PRUFUNGSBERICHT 



Internationales Aktenzeichen PCT/E POO/03347 



I. . Grundlage des Berichts 

1 . Hinsichtlich der Bestandteile der internationalen Annneldung (Ersatzblatter, die dem Anmeldeamt aufeine 
Aufforderung nach Artikel 14 hin vorgelegt warden, gelten im Rahmen dieses Benefits als "ursprunglicfi 
eingereicht" and sind ihm nictit beige fugt, weil sie keine Anderungen enthalten (Regein 70. 16 and 70. 1 7)): 
Beschreibung, Seiten: 

1-21 ursprungliche Fassung 

Patentanspruche, Nr.: 

1-23 eingegangen am 23/05/2001 mit Schreiben vom 23/05/2001 

Zeichnungen, Blatter: 

1/12-12/12 ursprungliche Fassung 

Sequenzprotokoll in der Beschreibung, Seiten: 

1-4. In der ursprunglich eingereichten Fassung. 

2. Hinsichtlich der Sprache: Alle vorstehend genannten Bestandteile standen der Behorde in der Sprache, In der 
die Internationale Anmeldung eingereicht worden ist, zur Verfugung Oder wurden In dieser eingereicht, sofern 
unter diesem Punkt nichts anderes angegeben ist. 

Die Bestandteile standen der Behorde in der Sprache: zur Verfugung bzw. wurden in dieser Sprache 
eingereicht; dabei handelt es sich um 

□ die Sprache der Ubersetzung, die fur die Zwecke der internationalen Recherche eingereicht worden ist (nach 
Regel 23.1(b)). 

□ die Veroffentlichungssprache der internationalen Anmeldung (nach Regel 48.3(b)). 

□ die Sprache der Ubersetzung, die fur die Zwecke der internationalen vorlaufigen Prufung eingereicht worden 
ist (nach Regel 55.2 und/oder 55.3). 

3. Hinsichtlich der in der internationalen Anmeldung offenbarten Nucleotid- und/oder Aminosauresequenz ist die 
internationale vorlaufige Prufung auf der Grundlage des Sequenzprotokolls durchgefuhrt worden, das: 

Kl in der internationalen Anmeldung in schriftlicher Form enthalten ist. 

H zusammen mit der internationalen Anmeldung in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

n bei der Behorde nachtraglich in schriftlicher Form eingereicht worden ist. 

□ bei der Behorde nachtraglich in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

□ Die Erklarung, da3 das nachtraglich eingereichte schriftliche Sequenzprotokoll nicht uber den 
Offenbarungsgehalt der internationalen Anmeldung im Anmeldezeitpunkt hinausgeht, wurde vorgelegt. 

□ Die Erklarung, daB die in computerlesbarer Form erfassten Informationen dem schriftlichen 
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Sequenzprotokoll entsprechen, wurde vorgelegt. 



4. 



Aufgrund der Anderungen sind foigende Unterlagen fortgefallen: 



□ 



Beschreibung, 

Anspruche, 

Zeichnungen, 



Seiten: 



□ 



Nr.: 



□ 



Blatt: 



5. □ Dieser Bericht ist ohne Berucksichtigung (von einigen) der Anderungen erstellt worden, da diese aus den 

angegebenen Grunden nach Auffassung der Behorde uber den Offenbarungsgehalt in der ursprunglich 
eingereichten Fassung hinausgehen (Regal 70.2(c)). 

(Auf Ersatzblatten die sofche Anderungen enthalten, ist unter Punkt 1 hinzuweisen;sie sind diesem Bericht 
beizufugen). 

6. Etwaige zusatzliche Bemerkungen: 



IV. Mangelnde Einheitlichkeit der Erfindung 

1 . Auf die Aufforderung zur Einschrankung der Anspruche oder zur Zahlung zusatzlicher Gebuhren hat der 
Anmelder: 

□ die Anspruche eingeschrankt. 
K zusatzliche Gebuhren entrichtet. 

□ zusatzliche Gebuhren unter WIderspruch entrichtet. 

□ weder die Anspruche eingeschrankt noch zusatzliche Gebuhren entrichtet. 

2. □ Die Behorde hat festgestellt, daB das Erfordernis der Einheitlichkeit der Erfindung nicht erfullt ist, und hat 

gennaB Regal 68.1 beschlossen, den Anmelder nicht zur Einschrankung der Anspruche oder zur Zahlung 
zusatzlicher Gebuhren aufzufordern. 

3. Die Behorde ist der Auffassung, daB das Erfordernis der Einheitlichkeit der Erfindung nach den Regein 13.1, 13.2 
und 13.3 

□ erfullt ist 

la aus folgenden Grunden nicht erfullt ist: 
siehe Beiblatt 

4. Daher wurde zur Erstellung dieses Berichts eine Internationale vorlaufige Prufung fur foigende Teile der 
international^n Anmeldung durchgefuhrt: 

^ alle Teile. 

□ die Teile, die sich auf die Anspruche Nr. beziehen. 
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V. Begriindete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, dor erfinderischen Tatigkeit und der 
gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erktarungen zur Stutzung dteser Feststellung 



1. Feststellung 
Neuheit (N) 

Erfinderische Tatigkeit (ET) 
Gewerbliche Anwendbarkeit (GA) 



Ja: Anspruche 
Nein: Anspruche 

Ja: Anspruche 
Nein: Anspruche 

Ja: Anspruche 
Nein: Anspruche 



1-12, 15, 17, 19-23 
13, 14, 16. 18 

I- 10, 17, 19-23 

II- 16, 18 

1-23 



2, Unterlagen und Erklarungen 
siehe Beiblatt 



VIL Bestimmte Mangel der internationalen Anmeldung 

Es wurde festgestellt, daB die Internationale Anmeldung nach Form oder Inhalt folgende Mangel aufweist: 
siehe Beiblatt 



VIII. Bestimmte Bemerkungen zur internationalen Anmeldung 

Zur Klarheit der Patentanspruche. der Beschreibung und der Zelchnungen oder zu der Frage, ob die Anspruche 
in vollem Umfang durch die Beschreibung gestutzt werden, ist folgendes zu bemerken: 
siehe Beiblatt 
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Zu Punkt IV 

Die Prufungsabteilung schlieBt sich dem von der Recherchenabteilung wegen 
mangelnder Einheitlichkeit vorgebrachten Einwand an (Regel 13.1 PCT). 
Die verschiedenen Erfindungen sind: 

1. Anspriiche 1-12, 17 

Verfahren zum Nachweis von Zellen in einer biologischen Probe unter 
Verwendung von zwei verschiedenen, die nachzuweisenden Zellen erkennenden 
Bindemolekulen, wobei die Bindemolekule mit jeweils verschiedenen 
Fluoreszenzfarbstoffen markiert werden. 

2. Anspruche 13-16, 18-23 

Antikorper oder dessen Fragment, der gegen das Epitop 52-60 des 
Urokinaserezeptors (uPAR) gerichtet ist. 

Zu Punkt V 

Es wird auf die folgenden Dokumente verwiesen: 

D1 XUE et al., CANCER RESEARCH, Bd. 57, Nr. 9. 1. Mai 1997, Seiten 
1682-1689 

D2 EP 0 31 7 1 56 A (BECTON DICKINSON CO) 24. Mai 1 989 

D3 LUTHER et al., AMERICAN JOURNAL OF PATHOLOGY, Bd. 150, Nr. 4, 

April 1997, Seiten 1231-1244 
D4 ALLGAYER et al., JOURNAL OF HISTOCHEMISTRY AND 

CYTOCHEMISTRY, Bd. 45, Nr. 2, Februar 1997. Seiten 203-212 
D5 HEISS et al., NATURE MEDICINE, Bd. 1, Nr. 10, Oktober 1995 (1995-10), 

Seiten 1035-1039 
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1. Erfindung 1: Anspriiche 1-12, 17 

1.1 Der Gegenstand der Anspruche 1-10 und 17 ist neu und beruht auf einer 
erfinderischen Tatigkeit (Artikel 33(2) and 33(3) PCT). 

D4 (Zusannmenfassung) und D5 (Seite 1039, Spalte 1, Zeilen 18-39), die als 
nachstliegender Stand der Technik angesehen werden, offenbaren ein Verfahren 
zum Nachweis von seltenen Tumorzellen in Knochenmark uber eine 
Doppelmarkierungsmethode unter Verwendung von einem ersten Cytokeratin- 
spezifischen Bindemolekul und einem zweiten Urokinaserezeptor-spezifischen 
Bindemolekul. Der Gegenstand des Anspruchs 1 unterscheidet sich dadurch daB 
der Nachweis unter Verwendung einer Doppelfluoreszenzmethode durchgefuhrt 
wird. Die mit der vorliegenden Erfindung zu losende Aufgabe kann somit darin 
gesehen werden ein einfaches und gleichzeitig sensitives Verfahren zum 
quantitativen Nachweis seltener Tumorzellen in einer biologischen Probe 
bereitzustellen. 

D1 (Seite 1683, Spalte 1, Absatze "Indirect Immunofluorescence Staining for 
Microscopy" und "Fluorescence Microscopy and Data Quantitation) offenbart ein 
Doppelfluoreszenz-Verfahren zum Nachweis von Tumorzellen In einer 
voilstandig aus Tumorzellen bestehende Probe. Der Fachmann wiirde D1 
nicht in Betracht Ziehen weil es nicht bekannt ist daB beim Nachweis von derart 
seltenen Zellen eine Doppelfluoreszenzmarkierung ausreichend sensitiv ist fur 
einen quantitativen Nachweis. 

D2 (Spalte 2 Zeile 40-Spalte 3 Zeile 20, Spalte 4 Zeilen 17-18) beschreibt den 
Nachweis unter VenA/endung eines Doppelfluoreszenzprotokolls von welBen 
Blutzellen aus Knochenmark- und Blutproben. Es werden jedoch andere Zeilen 
unter Verwendung anderer Marker nachgewiesen. Deshalb wiirde der Fachmann 
D2 nicht in Betracht Ziehen. 

Aus diesem Grund beruht der Gegenstand des Anspruchs 1 auf einer 
erfinderischen Tatigkeit. Dasselbe trifft fur Anspruche 2-10 und 17 zu. 

1 .2 Der Gegenstand der Anspruche 1 1 beruht nicht auf einer erfinderischen Tatigkeit 
(Artikel 33(3) PCT). 

D1 (Seite 1683, Spalte 1, Absatze "Indirect Immunofluorescence Staining for 
Microscopy" und "Fluorescence Microscopy and Data Quantitation) beschreibt ein 
Verfahren zur Markierung von Tumorzellen unter Verwendung eines 
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Doppelfluoreszenzprotokolls und wobei eines der Bindemolekule fur den 
Urokinase-Rezeptor spezifisch ist. D1 erwahnt auch ein Mittel (3% 
Parafornnaldehyd) zur Fixierung von Zellen auf einer Festphase. 
Es ist naheliegend fur den Fachnnann die Reagenzien eines Verfahrens in Form 
eines Reagenzienkit zu Verfiigung zu stellen. Dem Gegenstand des Anspruchs 

1 1 liegt daher keine erfinderische Tatigkeit zugrunde. Dasselbe trifft fur Anspruch 

12 zu. 

2. Erfindung 2: Anspruche 13-16, 18-23 

2.1 Der Gegenstand der Anspruche 13, 14, 16 und 18 ist nicht neu (Artikel 33(2) 
PCT). 

D3 (Zusammenfassung; Seite 1232, Spalte 2, Zeilen 7-10; Seite 1233, Spalte 2, 
Absatz "ELISA"; Seite 1241, Spalte 2, Zeilen 14-47) offenbart Antikorper MAb 
IIIF10, der gegen das Epitop 52-60 des uPAR gerichtet ist und die Verwendung 
dieses Antikorper als diagnostisches Mittel (zur Prognose der Verlaufs bei 
malignen Erkrankungen und zum Nachweis von Tumorzellen in einer biologischen 
Probe) Oder als therapeutisches Mittel zur Funktionsblockierung bei Tumorzellen. 
Daher steht D3 dem Gegenstand der Anspruche 13, 14, 16 und 18 
neuheitsschadlich entgegen, 

2.2 Der Gegenstand des Anspruchs 15 beruht nicht auf einer erfinderischen Tatigkeit 
(Artikel 33(3) PCT). 

D4 (Zusammenfassung), das als nachstliegender Stand der Technik angesehen 
wird, offenbart die Verwendung eines Antikorpers, der gegen uPAR gerichtet ist, 
als diagnostisches Mittel zum Nachweis von Tumorzellen in Knochenmark. Der 
Gegenstand des Anspruchs 15 unterscheidet sich dadurch daB man ein 
Urokinaserezeptor-spezifisches Antikorper, der gegen das Epitope 52-60 des 
Urokinaserezeptors gerichtet ist, verwendet. 

Der Antikorper MAb IIIF10, der gegen das Epitop 52-60 des uPAR gerichtet ist, 
wurde jedoch schon fiir denselben Zweck benutzt in D3 (Zusammenfassung; 
Seite 1232, Spalte 2, Zeilen 7-10). Der Fachmann wurde D3 in Betracht Ziehen. 
^ Aus diesem Grund beruht der Gegenstand des Anspruchs 15 nicht auf einer 
erfinderischen Tatigkeit. 
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2.3 Der Gegenstand der Anspruche 19-23 ist neu und beruht auf einer erfinderischen 
Tatigkeit (Artikel 33(2) und 33(3) PCT) weil derartige rekombinanten 
Nukleinesauren (Anspruch 19) und rekombinantes Polypeptide (Anspruch 20-23) 
mit Antikorpereigenschaften im Stand der Technik weder offenbart noch 
nahegelegt werden. 

Zu Punkt VII 

Inn Widerspruch zu den Erfordernissen der Regel 5.1 a) ii) PCT werden in der 
Beschreibung weder der in dem Dokument D1 offenbarte einschlagige Stand der 
Technik noch dieses Dokument angegeben. 

Zu Punkt Vm 

Der in dem Anspruch 13 benutzte Ausdruck "Mikrometasen" ist vage und unklar und 
laBt den Leser uber die Bedeutung des betreffenden technischen Merkmals im 
Ungewissen. Dies hat zur Folge, daB die Definition des Gegenstands dieses Anspruchs 
nicht klar ist (Artikel 6 PCT). 
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Anspruche 

Verfahren zum quantitativen Nachweis von epithelialen Tumorzellen 
in einer biologischen Probe, wobei die biologische Probe die 
nachzuweisenden Zellen im Bereich von 1:10"* bis 1:10^ der 
gesamten in der Probe vorhandenen Zellen enthalt, umfassend die 
Schritte: 

(a) Bereitstellen einer zu testenden Probe, 

(b) Inkontaktbringen der Probe mit mindestens zwei verschiede- 
neh, die nachzuweisenden Zellen erkennenden Bindemole- 
kulen, wobei die BindemolekQIe mit jeweiis verschiedenen 
Fluoreszenzfarbstoffen markiert werden, wobei eines der 
BindemolekQIe fur den Urokinase-Rezeptor spezifisch ist, und 

(c) Bestimmen der Menge der Fluoreszenzmarkierungen in der auf 
einer Festphase fixierten Probe. 

Verfahren nach Anspruch 1, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS der , Nachweis in einer Knochenmarksprobe erfolgt. 

Verfahren nach einenn der Anspruche 1 bis 2, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS nnan als zellspezifische BindemolekQIe Antikorper oder Antikor- 
perfragmente oder/und Rezeptorliganden verwendet. 

Verfahren nach einem der Anspruche 2 bis 3, 
dadurch g k nnzeichnet, 

dais man ein zweites Cytokeratin-spezifisches Bindemolekul 
verwendet. 
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5. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 4, 
dadurch g kennzeichn 

daR die Bindemolekule indirekt markiert werden. 

6. Verfahren nach einem der Ansprche 1 bis 4, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB die Bindennolekule direkt markiert werden. 

7. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 6, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS die quanitative Auswertung der Probe durch ein konfokales 
Laser-Scanning-Mikroskop oder durch ein Fluoreszenzmikroskop 
erfolgt. 

8. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 7, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS die Auswertung der Probe durch parallele oder/und sequentieile 
Bestimmung der Fluoreszenz der verschiedenen Markierungsgruppen 
erfolgt. 

9. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 8, weiterhin umfassend 
eine Charakterisierung von durch Reaktion mit den BindemolekCilen 
identifizierten Zellen. 

10. Verfahren nach Anspruch 9, 
dadurch gekennzeichnet 

daS die Charakterisierung eine ortsspezifische Bestimmung der 
Fluoreszenzmarkierung umfaSt. 
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1 1 . Reagenzienkit zum quantitativen Nachweis von Zellen in einer 
biologischen Probe umfassend 

(a) ein erstes, die nachzuweisenden Zellen erkennendes Bindemo- 
lekul und eine erste Fluoreszenz-Markierungsgruppe, wobei 
das Bindemolekul fur den Urokinase-Rezeptor spezifisch ist, 

(b) ein zweites, die nachzuweisenden Zellen erkennendes Binde- 
molekul und eine zweite Fluoreszenz-Markierungsgruppe, 
wobei das erste und das zweite Bindemolekul und die erste 
und die zweite Fluoreszenz-Markierungsgruppe verschieden 
sind und 

(c) Mittel zur Fixierung von Zellen auf einer Festphase. 

12. Verwendung des Verfahrens nach einem der Anspriiche 1 bis 10 
Oder des Reagenzienkits nach Anspruch 1 1 zum Nachweis von 
Mikrometasen in biologischen Proben. 

13. Verwendung eines Antikorpers, der gegen das Epitop 52-60 des 
Urokinaserezeptors (uPAR) gerichtet ist, oder eines 
antigenbindenden Fragments davon zur Herstellung eines gegen 
uPAR auf Tumorzellen gerichteten diagnostischen Mittels zur 
Erstellung einer Prognose des Verlaufs be! malignen Erkrankungen. 

14. Verwendung nach Anspruch 13 als diagnostisches Mittel zum 
Nachweis von Tumorzellen in einer biologischen Probe. 

15. Verwendung nach Anspruch 14 zum Nachweis von verstreuten 
Tumorzellen in Knochenmark. 

16. Verwendung nach einem der Anspriiche 14 bis 1 5 in einem ELISA. 

17. Verwendung nach einem der Anspruche 14 bis 15 in einem Doppel- 
f luoreszenz-Nach weisverf ahren . 
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18. Verwendung nach einem der Anspruche 13 bis 17, 
dadurch g kennzeichnet, 

dali der Antikorper ausgewahit wird aus dem monoklonalen Antikor- 
per IIIF10, Fragmenten davon oder Antikorpern und Antikorper- 
fragmenten mit aquivalenter Bindespezifitat. 

19. Rekombinante Nukleinsaure, die fur ein Polypeptid mit Antikorper- 
eigenschaften kodiert, umfassend 

(a) eine CDRS-VH-Sequenz kodierend fur die Aminosauresequenz 
(I): 

^ DGSMGGFDY 

oder/und 

(b) eine CDR-3-VL-Sequenz kodierend fur die Anninosauresequenz 
(ID: 

LQHWNYPYT 



20. Rekombinantes Polypeptid mit Antikorpereigenschaften umfassend: 

(a) eine CDR3-VH-Aminosauresequenz (1): 
DGSMGGFDY 

oder/und 

(b) eine CDR-3-VL-Aminosauresequenz (II): 
LQHWNYPYT 



21- Rekombinantes Polypeptid nach Anspruch 20, 
dadurch gekennzeichnet, 
daU es ein scFv-Antikdrper-Fragment ist. 

22. Rekombinantes Polypeptid nach Anspruch 20 oder 21, 
dadurch g kennzeichnet, 

daB es ein humanisiertes Antikorperfragment ist. 
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23. Rekombinantes Polypeptid nach einem der Anspriiche 20 bis 22, 
dadurch gekennz ichnet, 
daft es an eine Effektorgruppe gekoppelt ist. 
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cited to understand the principle or theory urwleilying the 
invention 

'X" document of particular relevarxje; the claimed rivention 
cannot be considered novel or cannot be considered to 
Involve an inventive step wf>en the document is taken atone 
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H. ALLGAYER ET AL. 



' Immunocytochemi cal 



1,5 



phenotyping of disseminated tumor cells In 
bone marrow by uPA receptor and CK18: 
investigation of sensitivity and 
specificity of an immunogold/alkal ine 
phosphatase double staining protocol" 
JOURNAL OF HISTOCHEMISTRY AND 
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Baltimore, MD, VSA 
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INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 

(Artikel 18 sowie Regein 43 und 44 PCT) 



Aktenzeichen des Anmelders Oder Anwalts 

191 16P WO 


WEITERES siehe Mitteilung Qber die Ubermittlung des intemationalen 

Recherchenberichts (Formblatt PCT/ISA/220) sowie, soweit 
VORGEHEN zutreffend, nachstehender Punkt 5 


Internationales Aktenzeichen 

PCT/EP 00/03347 


Internationales Anmeldedatum 
(T ag/Monat/Jahr) 

13/04/2000 


(Fruhestes) Priorttatsdatum (Tag/Monat/Jahr) 

13/04/1999 


Anmelder 

WILEX BIOTECHNOLOGY GMBH 



Dieser Internationale Recherchenbericht wurde von der Intemationalen Recherchenbehorde erstellt und wird dem Anmelder gemaB 
Artikel 18 ubermitteh. Eine Kopie wird dem Intemationalen Buro ubermittelt 

Dieser internationale Recherchenbericht umfaBt insgesamt _7 Blatter. 

[X] Daruber hinaus liegt ihm jeweils eine Kopie der in diesem Bericht genannten Unterlagen zum Stand der Technik bei. 



1 . Grundlage des Berlchts 

a. 



Hinsichtlich der Sprache ist die internationale Recherche auf der Grundlage der intemationalen Anmeldung in der Sprache 
durchgefuhrt worden, in der sie eingereicht wurde, sofern unter diesem Punkt nichts anderes angegeben ist. 



□ 



b. 



2. 
4, 



Die internationale Recherche ist auf der Grundlage einer bei der Behorde eingereichten Ubersetzung der intemationalen 
Anmeldung (Regel 23.1 b)) durchgefuhrt worden. 

Hinsichtlich der in der intemationalen Anmeldung offenbarten Nucleotid- und/oder AmInosSuresequenz ist die internationale 
Recherche auf der Gmndlage des Sequenzprotokolls durchgefuhrt worden, das 
pr| in der intemationalen Anmeldung in Schriflicher Form enthatten ist. 

pT] zusammen mit der intemationalen Anmeldung in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

I I bei der Behorde nachtraglich in schriftlicher Form eingereicht worden ist. 

I I bei der Behorde nachtraglich in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

I I Die Erklarung, daB das nachtraglich eingereichte schriftliche Sequenzprotokoll nicht uber den Offenbarungsgehalt der 
intemationalen Anmeldung im Anmeldezeitpunkt hinausgeht, wurde vorgelegt. 

I I Die Erklarung, daB die in computerlesbarer Form erfaBten Informationen dem schriftlichen Sequenzprotokoll entsprechen, 
wurde vorgelegt. 

I I Beetlmmte AnsprUche haben sich als nIcht recherchlerbar erwiesen (siehe Feld I). 
pr| Mangelnde EInheltllchkett der Erflndung (siehe Feld II). 

Hinsichtlich der Bezelchnung der Erflndung 

fX] wird der vom Anmelder eingereichte Wortlaut genehmigt. 
I I wurde der Wortlaut von der Behorde wie folgt festgesetzt: 



5. Hinsichtlich der Zusammenfassung 

[Y] wird der vom Anmelder eingereichte Wortlaut genehmigt. 

wurde der Wortlaut nach Regel 38.2b) in der in Feld III angegebenen Fassung von der Behorde festgesetzt. Der 
I I Anmelder kann der Behorde innerhalb eines Monats nach dem Datum der Absendung dieses intemationalen 

Recherchenberichts eine Stellungnahme vorlegen. 

6. Folgende Abbildung der Zelchnungen ist mit der Zusammenfassung zu veroffentlichen: At5b. Nr. 



I I wie vom Anmelder vorgeschlagen [X] keine der Abb. 

I I weil der Anmelder selbst keine Abbildung vorgeschlagen hat. 
I I weil diese Abbildung die Erfindung besser kennzeichnet 
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